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  hace	  posible	  nuestro	  trabajo	  a	  diario.	  
	  
Por	  último,	  tengo	  que	  agradecer	  esta	  Tesis	  a	  todas	  esas	  personas	  sin	  las	  que,	  a	  día	  de	  hoy,	  yo	  no	  sería	  
lo	  que	  soy	  ni	  habría	  conseguido	  nada	  de	  lo	  que	  tengo	  en	  mi	  vida:	  mi	  familia	  y	  mis	  amigos.	  
	  
GRACIAS	   a	   los	   Mingorance	   Pérez,	   por	   vuestra	   paciencia	   infinita	   más	   uno,	   por	   vuestro	   apoyo	  
incondicional,	  por	  estar	  siempre	  ahí	  (y	  aquí,	  cuando	  ha	  sido	  necesario),	  por	  echarme	  tanto	  de	  menos	  
y	  quererme	  como	  sólo	  vosotros	  sabéis,	  por	  hacerme	  sentir	  especial	  a	  cada	  minuto	  y	  que	  valgo	  mucho	  
más	  de	   lo	  que	  algunos	  me	  han	  hecho	  creer,	  por	  confiar	  tanto	  en	  mí	  y	  en	  que	  puedo	  con	  todo,	  por	  
enseñarme	  que	   la	  vida	  es	  mucho	  más	   fácil	  cuando	  uno	  tiene	  mentalidad	  de	  equipo,	  porque	   juntos	  
hemos	  formado	  el	  mejor,	  por	  respetar	  cada	  una	  de	  mis	  decisiones,	  apoyarlas	  y	  allanarme	  el	  camino	  
aunque	  con	  ello	  cada	  vez	  estuviese	  más	  lejos	  de	  vosotros….A	  mi	  madre,	  porque	  eres	  un	  ejemplo	  de	  
superación	  diaria,	  por	  tu	  enorme	  sensibilidad,	  por	  el	  corazón	  tan	  grande	  que	  tienes,	  por	  todo	  lo	  que	  
vales	  (que	  es	  mucho	  más	  de	  lo	  que	  jamás	  podrías	  imaginar),	  por	  ser	  mi	  madre	  y	  mi	  amiga…Por	  estar	  
las	  24	  horas	  del	  día,	  los	  365	  días	  del	  año…Por	  enseñarme	  que,	  aunque	  a	  veces	  la	  vida	  pueda	  resultar	  
más	   complicada,	   dejarse	   llevar	   por	   lo	   que	   uno	   siente	   es	   la	   mejor	   manera	   de	   disfrutarla	   y	   que	   la	  
felicidad	  está	  en	  las	  pequeñas	  cosas.	  A	  mi	  padre,	  porque	  eres	  todo	  eso	  a	  lo	  que	  aspiro	  llegar	  a	  ser	  en	  
la	  vida….Mi	  mejor	  ejemplo	  de	  fuerza,	  valentía,	  tesón	  y	  constancia….Por	  enseñarme	  que	  las	  cosas	  si	  se	  
hacen,	   se	   hacen	   bien	   y	   nada	   de	   a	  medias…	   Por	   esas	   llamadas	   que	   nunca	   haces	   pero	   que	   cuando	  
llegan	  son	  las	  más	  reconfortantes…GRACIAS	  por	  mirarme	  como	  lo	  haces	  y	  darme	  esos	  abrazos	  que,	  
cuando	  se	  trata	  de	  una	  despedida,	  parten	  el	  alma….Tenerte	  tan	  lejos	  creo	  que	  es	  de	  las	  peores	  cosas	  
que	  siempre	  he	  llevado.	  A	  mi	  hermano,	  mi	  “Capitán	  Tapón”,	  porque	  eres	  mi	  TODO	  y	  aunque	  sé	  que	  
lo	   sabes	   y	   eso,	   a	   veces,	  me	   hace	   tener	   las	   de	   perder…ME	  DA	   IGUAL…	   Porque	   siendo	   el	   pequeño	  
siempre	   has	   hecho	   de	   hermano	   mayor.	   GRACIAS	   por	   tus	   consejos	   y	   por	   protegerme	   tanto,	   por	  
hacerme	   reír	   a	   carcajada	   limpia	   en	   los	   momentos	   en	   que	   más	   lo	   he	   necesitado,	   por	   tus	   visitas	  
relámpago	  para	  hacer	  más	  llevadera	  la	  distancia	  …GRACIAS,	  en	  especial,	  por	  estos	  últimos	  meses…	  	  
	  
A	  mis	  abuelos,	  mis	  segundos	  padres,	  porque	  donde	  quiera	  que	  sea	  que	  estéis	  siempre	  os	  he	  sentido	  
a	  mi	  lado….GRACIAS	  por	  todo	  lo	  que	  me	  habéis	  dado	  y	  hacerme	  la	  nieta	  más	  feliz	  del	  mundo.	  Gran	  
parte	  de	  todo	  lo	  que	  he	  conseguido	  en	  mi	  vida	  va	  dedicado	  a	  vosotros.	  
	  
A	  Niebla,	  Mia,	  Dina	  y,	  sobre	  todo,	  a	  Sultán	  por	  todo	  el	  cariño	  que	  me	  habéis	  dado	  y	  enseñarme	  tanto	  
sobre	  sentimientos.	  
	  
A	  mis	   tíos	   y	  mis	   primos,	   por	   depositar	   en	   mí	   tanta	   confianza	   y	   ver	   más	   allá	   de	   los	   resultados	  
inmediatos…A	  mi	  tía	  Rosarito,	  por	  ser	  un	  ejemplo	  de	  fuerza	  y	  optimismo…Porque,	  junto	  a	  mi	  padre,	  
habéis	   sido	   responsables	   de	   que	   dedique	   mi	   tiempo	   a	   todo	   “esto”	   en	   lo	   que	   trabajo,	   y	   a	  mi	   tío	  
Gabriel,	  por	  tener	  tan	  clara	  la	  solución	  al	  gran	  problema.	  
	  
A	  los	  otros	  dos	  miembros	  del	  trío	  La	  La	  La,	  porque	  sois	  la	  mejor	  muestra	  de	  AMISTAD	  demostrada	  a	  
cada	  segundo…Lo	  que	  unió	  el	  Reino	  Unido	  no	  lo	  han	  separado	  ni	  el	  Atlántico	  ni	  la	  Merkel…A	  Myriam,	  
mi	  “best”…THE	  BEST!	  Porque	  la	  palabra	  AMIGA	  contigo	  se	  queda	  pequeñita	  y	  por	  ello,	  hablar	  de	  tí,	  es	  
hablar	  de	  una	  hermana...	  Tú	  y	  yo	  sabemos	  lo	  que	  tenemos	  y,	  ay	  amiga,	  se	  trata	  de	  algo	  muy	  grande.	  
GRACIAS	   por	   tus	   mensajes	   a	   diario	   y	   tus	   llamadas	   semanales	   para	   ver	   cómo	   anda	   todo…Porque,	  
aunque	  a	  más	  de	  2000	  km,	  siempre	  te	  he	  sentido	  aquí…Ni	  en	  otros	  14	  años	  será	  posible	  devolverte	  
todo	  lo	  que	  haces	  por	  mí…GRACIAS	  por	  quererme	  como	  soy	  y	  ver	  en	  mí	  todas	  esas	  cosas	  especiales	  
que	  ves	  y	  que	  yo	  soy	  incapaz.	  A	  Maribel,	  mi	  peli,	  por	  alumbrarme	  con	  cada	  una	  de	  nuestras	  charlas,	  
por	  esa	  manera	  tan	  especial	  y	  contagiosa	  que	  tienes	  de	  ver	  la	  vida	  y	  que	  te	  hace	  creer	  que	  todo	  es	  
posible	  a	  pesar	  de	  las	  circunstancias,	  por	  tanta	  admiración	  demostrada….	  
	  
A	  Inés,	  mi	  neni,	  por	  tratarme	  cómo	  lo	  has	  hecho	  (con	  ese	  cariño	  tan	  tremendo)	  desde	  el	  primer	  día	  
en	   que	   nos	   conocimos,	   por	   estar	   ahí	   SIEMPRE…Porque	   has	   demostrado	   ser	   una	   amiga	   y	  
considerarme	  una	  más	  de	  la	  familia….Porque	  el	  año	  pasado	  me	  concediste	  el	  regalo	  más	  bonito	  que	  
podía	  imaginar.	  
A	  mi	   Piluka	   y	   a	   los	   Arnáez	   Aguirre	   por	   hacerme	   sentir	   siempre	   como	   una	   más	   de	   la	   familia	   y	  
compartir	  conmigo	  momentos	  tan	  especiales.	  Eres	  mi	  media	  mandarina	  (you	  know)	  y	  lo	  mejor	  de	  mi	  
paso	  por	  el	  112.	  No	  sabes	  lo	  que	  vales	  pero	  ya	  estoy	  yo	  para	  decírtelo…GRACIAS	  por	  ser	  tan	  especial	  
y	   enseñarme	   tantas	   cosas.	   Sigue	   en	   pie	   nuestro	   plan	   de	   repostería	   para	   un	   futuro	   cada	   vez	   más	  
cercano.	  
	  
A	  Saripondio,	  mi	  gordita…Es	  imposible	  expresar	  con	  palabras	  TODO	  lo	  que	  significas	  para	  mí…Una	  de	  
mis	  mejores	  amigas,	  te	  has	  convertido	  en	  una	  pieza	  clave	  en	  mi	  vida…Es	  incalculable	  el	  valor	  de	  todo	  
lo	   que	   recibo	   de	   tí	   cada	   día….GRACIAS	   por	   tu	   lealtad,	   sinceridad,	   tu	   enorme	   corazón,	   tu	   alegría	  
infinita,	   tu	   nobleza,	   tu	   bondad,	   tus	   mensajes	   a	   deshoras,	   tantas	   “locuras”	   y	   secretos	  
compartidos….GRACIAS	  por	  ser	  cómo	  eres	  y	  dejarme	  disfrutar	  de	  tí	   todo	  este	  tiempo….Por	  todo	   lo	  
que	  nos	  queda	  por	  vivir	  juntas.	  
	  
A	  Silvi,	  por	  todo	  lo	  que	  me	  has	  enseñado	  en	  estos	  6	  años	  y	  permanecer	  ahí	  después	  de	  tanto	  tiempo.	  
Cuando	  te	  ví	  por	  primera	  vez,	  o	  mejor	  aún,	  cuando	  te	  oí	  hablar	  por	  primera	  vez	   (allá	  por	  el	  2009),	  
pensé….”esta	  chica	  promete”….y	  no	  me	  has	  defraudado.	  GRACIAS	  por	  hacerme	  sentir	  como	  en	  casa	  
porque-­‐	  contigo	  al	  lado-­‐	  ANDALUCÍA	  está	  un	  poco	  más	  cerca.	  Gracias	  por	  ser	  tan	  auténtica	  y	  ponerle	  
tanta	  pasión	  a	  cada	  cosa	  que	  haces.	  	  
	  
A	  María,	  por	  cuidarme	  tanto	  y	  estar	  siempre	  al	  pie	  del	  cañón…Por	  ponerle	  tanta	  ilusión	  a	  esos	  planes	  
que	  hacemos	   y	   que,	   al	   final,	   nunca	   cumplimos….Por	   contar	   conmigo	  para	   TODO	  e	   integrarme	   con	  
tanto	   “ahínco”	   en	   tu	   grupo	   de	   amigos….ese	   que	   ahora	   también	   es	   el	  mío.	   Por	   tener	   la	   confianza	  
suficiente	   de	   decirme	   siempre	   lo	   que	   piensas	   aunque	   sepas	   que	   no	   es	   lo	   que	   quiero	  
escuchar….GRACIAS	  por	  todas	  las	  sorpresas	  que	  me	  has	  dado.	  
	  
A	  Patri,	  la	  peque	  del	  grupo….Por	  tu	  apoyo	  incondicional,	  tus	  palabras	  de	  ánimo	  a	  cada	  instante	  y	  tu	  
sinceridad,	  porque	  siempre	  estás	  ahí	  demostrándome	  un	  cariño	  infinito	  y	  regalándome	  consejos	  de	  
valor	   incalculable….GRACIAS	  por	   “mojarte”	   como	  amiga	  para	  ayudarme	   tanto	  y	  por	  envidiarme	  en	  
esas	  cosillas	  que	  tú	  y	  yo	  sabemos…	  esas	  que	  tú	  valoras	  tanto	  y	  que,	  para	  mí,	  pasan	  desapercibidas….	  	  
	  
A	  Naza,	   compañera	  de	   toda	  una	   vida…..Por	   tener	   ese	  punto	  de	   locura	  que	   a	  mí	  me	   falta	   (aunque	  
algunos	   opinen	   lo	   contrario),	   porque	   aburrirse	   contigo	   es	   imposible,	   por	   tus	   salidas	   y	  
comentarios…Porque	   eres	   ÚNICA	   y	   porque	   “mira	   tú,	   pa	   que	   nos	   pegaríamos	   esas	   panzaicas	   de	  
estudiar	   si,	   al	   final,	   hemos	   acabao	   tos	   en	   el	   mismo	   sitio???”…Qué	   GRANDE	   eres!!!	   GRACIAS	   por	  
contar	  conmigo	  en	  “tu”	  día.	  
	  
A	   Anthony,	   porque	   SIEEEEMPRE	   estás	   cuando	   se	   te	   necesita	   y	   eres	   tremendamente	   genial,	   por	  
inventarte	   tantas	   rutas	   de	  montaña	   que-­‐al	   final-­‐nunca	   hicimos	   y	   contar	   conmigo	   para	   cada	   nueva	  
idea	  que	  se	  te	  pasa	  por	   la	  mente	  cuando	  ando	  por	  allí	  abajo.	  GRACIAS	  por	  tenerme	  siempre	  “en	  lo	  
más	  alto”.	  
	  
A	  mi	  gente	  de	  Granada,	  todos	  mis	  amigos	  de	  la	  facultad,	  esos	  que	  me	  enseñaron	  tanto	  en	  una	  etapa	  
sumamente	  especial	  de	  mi	  vida;	  en	  especial,	  a	  Omar,	  por	  tantas	  y	  tantas	  charlas	  compartidas	  en	  la	  
escalinata	  de	  Ambientales,	  porque	  contigo	  los	  paseos	  por	  Granada	  adquirían	  otra	  dimensión,	  por	  ser	  
tan	   fiel	   y	   arroparme	   con	   cada	   uno	   de	   tus	   abrazos…	   siempre	   he	   tenido	   la	   sensación	   de	   que	   tú	   no	  
puedes	  ser	  de	  este	  planeta…Eres	  un	  SUPER	  CRACK!!!	  
	  
A	  mi	   familia	   de	  Micro…a	  Pirri,	  mi	   jefe,	  por	  enseñarme	  tanto	  de	  bacterias	  y	  de	   la	  vida,	  por	   todo	  el	  
cariño	  que	  siempre	   recibí	  de	   ti;	  a	  Rubén,	  por	  esa	  mente	   tan	  genial	  que	   tienes	  y	  meterme	  siempre	  
tanta	  caña…no	  sabes	  cuánto	  te	  he	  echado	  de	  menos!!!;	  y	  a	  Platero,	  porque	  tu	  seriedad	  en	  el	  trabajo	  
siempre	   encerraba	   un	   humor	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   por	   tu	   paciencia	   y	   todo	   lo	   que	   aprendí	   de	  
tí….Siempre	   has	   sido	   un	   referente	   para	   mí…Me	   regalásteis	   momentos	   únicos	   en	   mi	   formación	  
científica	  y	  personal.	  
	  
A	  las	  piedras	  del	  camino,	  por	  hacerme	  más	  fuerte	  y	  enseñarme	  que,	  en	  la	  vida,	  los	  tropiezos	  sacan	  lo	  
mejor	  de	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  gran	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  día	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  lo	  habría	  conseguido.	  	  
	  
A	  Salva,	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  eres	  de	  esas	  personas	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  la	  vida	  de	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   para	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   a	   pesar	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circunstancias,	   sé	   que	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   estarás	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   hasta	   ahora)	   ahí….Por	   ser	   así,	  
simplemente,	  TÚ…GRACIAS	  por	  regalarme	  momentos	  irrepetibles,	  por	  creer	  en	  mí	  de	  esa	  manera	  y	  
enseñarme	   a	   vivir	   con	   tanta	   intensidad…GRACIAS	   por	   todas	   esas	   cosas	   que	   no	   se	   pueden	  
contar...Porque	   Equi	   +	   Hipo	   hay	   sólo	   uno	   y	   ese	   es	   el	   nuestro…Por	   enseñarme	   que	   IMPOSSIBLE	   IS	  
NOTHING…	  Por	  ser	  ERMG.	  
	  
Y,	   por	   último,	   quiero	   dar	   las	   GRACIAS	   a	   Super	   “H”,	  Hugo,	   el	   enano	   de	   la	   familia….A	   tí	   te	   debo	   la	  
fuerza	  y	  paciencia	  de	  la	  última	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  de	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  me	  han	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  seguir	  adelante	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   suyas,	   saberte	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   cerquita	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   sido	   una	   auténtica	   inyección	   de	  
adrenalina…Verte	  y	  escucharte	  en	  vídeos	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  por	  Skype	  han	  sido	  una	  garantía	  de	  alegría	  y	  felicidad…	  
GRACIAS	  por	  hacerme	  la	  tía	  con	  la	  sonrisa	  más	  grande	  del	  mundo	  cuando	  alguien	  habla	  o	  pregunta	  
por	  tí.	  Eres	  un	  CAMPEÓN….tan	  pequeñito	  y	  tan	  valiente.	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α1AT	   	   	   alfa	  1	  antitripsina	  
aa	   	   	   Aminoácidos	  
AANE	   	   	   Aminoácidos	  no	  esenciales	  
Acm	   	   	   Anticuerpo	  monoclonal	  
Acp	   	   	   Anticuerpo	  policlonal	  
apoAI	   	   	   Apolipoproteína	  AI	  
apoB	   	   	   Apolipoproteína	  B	  
apoCIII	   	   	   Apolipoproteína	  CIII	  
apoE	   	   	   Apolipoproteína	  E	   	   	  
ARFP	   	  Proteína	  generada	  a	  partir	  de	  un	  marco	  de	  lectura	  alternativo	  (del	  inglés,	  
Alternative	  Reading	  Frame	  Protein)	  
ATG12	   	   	   Proteína	  12	  asociada	  a	  autofagia	  
ATG4B	   	   	   Cisteín	  proteasa	  4B	  asociada	  a	  autofagia	  
ATG5	   	   	   Proteína	  5	  asociada	  a	  autofagia	  
ATG8	   	   	   Proteína	  8	  asociada	  a	  autofagia	  
BA	   	   	   2-­‐cloro-­‐5-­‐nitro-­‐N-­‐(piridil)-­‐benzamida	  
BSA	   	   	   Albúmina	  de	  suero	  bovino	   	   	  
C-­‐LIP	   	   	   Extremo	  carboxi	  terminal	  (lipina)	  
C-­‐terminal	   	   Extremo	  carboxi	  terminal	  
CAD	   	   	   Fármaco	  anfifílico	  catiónico	  (Cationic	  Amphiphilic	  Drug)	  
CC50	   	   	   Concentración	  citotóxica	  50%	  	  
cDNA	   	   	   Ácido	  desoxirribonucleico	  complementario	  
CKIIα	   	   	   Caseín	  quinasa	  II	  alfa	  
cLD	   	   	   Gota	  lipídica	  citosólica	  
CLDN1	   	   	   Claudina-­‐1	  
Con1C3-­‐JFH1	   	   Virus	  quimérico	  de	  hepatitis	  C	  (genotipo	  1b)	  (sección	  M2.1)	  
CoV	   	   	   Coronavirus	  
CPT1α	   	   	   Carnitina	  palmitoiltransferasa	  1a	  
CRE	   	   	   Compartimento	  de	  reciclaje	  endocítico	  
Ct	   	   	   Ciclo	  umbral	  
Ctrl	   	   	   Control	  
CypA	   	   	   Ciclofilina	  A	  
D183v	   	  Virus	  adaptado	  a	  cultivo	  celular	  derivado	  del	  virus	  JFH-­‐1	  (genotipo	  2a	  del	  
virus	  de	  la	  hepatitis	  C)	  (sección	  M2.1)	  
DAA	   	   	   Antiviral	  de	  acción	  directa	  
DAG	   	   	   Diacilglicerol	  
DAPI	   	   	   4,6-­‐diamino-­‐2-­‐fenilindol	  
DEPC	   	   	   Dietilpirocarbonato	  
DGAT1	   	   	   Diacilglicerol	  aciltransferasa-­‐1	  
DMEM	   	   	   Medio	  Eagle	  modificado	  por	  Dulbecco	  
Abreviaturas	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DMEMc	   	   Medio	  Eagle	  modificado	  por	  Dulbecco	  completo	  (sección	  M1.1)	  
DMSO	   	   	   Dimetil	  sulfóxido	  
DMV	   	   	   Vesícula	  de	  doble	  membrana	  
DNA	  	   	   	   Ácido	  desoxiribonucleico	  
DNAsa	   	   	   Desoxirribonucleasa	  
dNTPs	   	   	   Desoxinucleótidos	  trifosfato	  
DTT	   	   	   1,4-­‐Ditiotreitol	  
DXDXT	   	  Motivo	  catalítico	  con	  actividad	  fosfatasa	  de	  ácido	  fosfatídico	  de	  las	  
lipinas	  
EC50	   	   	   Concentración	  inhibitoria	  50%	  	  
EC90	   	   	   Concentración	  inhibitoria	  90%	  
ECMV	   	   	   Virus	  de	  la	  encefalomiocarditis	  
EDTA	   	   	   Ácido	  etiléndiaminotetraacético	  
EGTA	   	   	   Ácido	  etiléngliceroltetraacético	  
ELISA	   	   	   Ensayo	  por	  inmunoabsorción	  ligado	  a	  enzimas	  
ERα	   	   	   Receptor	  alfa	  de	  estrógenos	  
Exo	  3´-­‐5´	   	   Exonucleasa	  3´-­‐5´	  
F	   	   	   Proteína	  F	  (del	  inglés,	  Frameshift	  Protein)	  
FAS	   	   	   Enzima	  sintasa	  de	  ácidos	  grasos	  
ffu	   	   	   Unidad	  formadora	  de	  focos	  (forming	  focus	  unit)	  
FLU	   	   	   Virus	  de	  la	  gripe	  
FVR	   	   	   Factoría	  viral	  de	  replicación	  
g	   	   	   gramo	  
GAGs	   	   	   Glicosaminoglicanos	  
GAPDH	  	   	   Gliceraldehído	  fosfato	  3-­‐deshidrogenasa	  
GFP	   	   	   Proteína	  verde	  fluorescente	  
GPx8	   	   	   Glutatión	  peroxidasa	  8	  
GTC	   	   	   Isotiocianato	  de	  guanidinio	  
HA	   	   	   Hemaglutinina	  
HBS	   	   	   Tampón	  salino	  con	  HEPES	  
HCV	   	   	   Virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
HCVPP	   	   	   Partícula	  retroviral	  pseudotipada	  de	  HCV	  (sección	  M5.1)	  
HCVTCP	   	   	   Partícula	  transcomplementada	  de	  HCV	  (sección	  M4)	  
HEK293T	  	   	   Línea	  celular	  de	  riñón	  embrionario	  humano	  (sección	  M1)	  
HEPES	   	   	   Ácido	  N-­‐2-­‐hidroxietilpiperazina-­‐N´-­‐2-­‐etanosulfónido	  
HFN4-­‐α	  	   	   Factor	  nuclear	  4	  alfa	  de	  hepatocito	  
HIV-­‐I	   	   	   Virus	  de	  la	  Inmunodeficiencia	  Humana-­‐I	  
hpe	   	   	   horas	  post-­‐electroporación	  
hpi	   	   	   horas	  post-­‐infección	  
hpt	   	   	   horas	  post-­‐transfección	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HRP	   	   	   Peroxidasa	  del	  rábano	  picante	  
HTA	   	   	   Agente	  dirigido	  frente	  a	  un	  factor	  celular	  
Huh-­‐7	   	   	   Línea	  celular	  de	  hepatoma	  humano	  (sección	  M1)	  
Huh-­‐7.5	   	   Clon	  celular	  derivado	  de	  la	  línea	  celular	  Huh-­‐7	  (sección	  M1)	  
Huh-­‐7.5.1	  clon-­‐2	   Clon	  celular	  derivado	  de	  un	  subclón	  Huh-­‐7.5.1	  de	  la	  línea	  celular	  Huh-­‐7.5	  
(sección	  M1)	  
Huh-­‐7.5.1c2	   	   Equivale	  a	  Huh-­‐7.5.1	  clon-­‐2	  
Huh-­‐7.5.1c2i	   	   Línea	  celular	  Huh-­‐7.5.1	  clon-­‐2	  infectada	  con	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
Huh-­‐7i	  	  	   	   Línea	  celular	  Huh-­‐7	  infectada	  con	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
HVR-­‐I	   	  	  	   	   Región	  hipervariable	  I	  	  
HVR-­‐II	   	   	   Región	  hipervariable	  II	  
H77C3-­‐JFH1	   	   Virus	  quimérico	  de	  hepatitis	  C	  (genotipo	  1a)	  (sección	  M2.1)	  
IF	  	   	   	   Inmunofluoresecencia	  
IFN	   	   	   Interferón	  
IgG	   	   	   Inmunoglobulina	  G	  
IRES	  	   	   	   Sitio	  interno	  de	  unión	  al	  ribosoma	  
IRRDR	   	   	   Región	  determinante	  de	  la	  resistencia	  a	  interferón	  y	  ribavirina	  
ISDR	   	   	   Región	  determinante	  de	  la	  sensibilidad	  a	  interferón	  
I.T.	   	   	   Índice	  terapéutico	  
IVT	   	   	   Producto	  de	  transcripción	  in	  vitro	  
JFH-­‐1	   	  Virus	  recombinante	  adaptado	  a	  cultivo	  celular	  derivado	  del	  clon	  
infeccioso	  Japanese	  Fulminant	  Hepatitis-­‐1	  (genotipo	  2a	  del	  virus	  de	  la	  
hepatitis	  C)	  (sección	  M2.1)	  
kDa	   	   	   kilodalton	  
kV	   	   	   kilovoltios	  
l	   	   	   litro	  
LB	   	   	   Luria-­‐Bertani	  
LC3	   	   	   Cadena	  ligera	  3	  de	  la	  proteína	  1	  asociada	  al	  microtúbulo	  
LD	   	   	   Gota	  lipídica	  (del	  inglés,	  Lipid	  Droplet)	  
LDL	   	   	   Lipoproteína	  de	  baja	  densidad	  
LPIN1	   	   	   Lipina-­‐1	  
LPIN1low	   	  Línea	  celular	  Huh-­‐7	  que	  expresa	  niveles	  reducidos	  de	  LPIN1	  (sección	  
R2.2)	  
LPIN1med	   	  Línea	  celular	  Huh-­‐7	  que	  expresa	  niveles	  intermedios	  de	  LPIN1	  (sección	  
R2.2)	  
LPIN1α	  	   	   Isoforma	  alfa	  de	  Lipina-­‐1	  
LPIN1β	   	   	   Isoforma	  beta	  de	  Lipina-­‐1	  
LPIN1γ	   	   	   Isoforma	  gamma	  	  de	  Lipina-­‐1	  
LPIN2	   	   	   Lipina-­‐2	  
LPIN3	   	   	   Lipina-­‐3	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LVP	   	   	   Lipoviropartícula	  
LXXIL	   	   	   Motivo	  con	  actividad	  transcripcional	  de	  las	  lipinas	  
M	   	   	   Molar	  (molaridad)	  
mA	   	   	   miliamperios	  
MAVS	   	   	   Adaptador	  mitocondrial	  de	  señalización	  antiviral	  
MDI	   	   	   Multiplicidad	  de	  infección	  
min	   	   	   minuto/s	  
miRNA-­‐122	   	   microRNA-­‐122	  
ml	   	   	   mililitro	  
MLV	   	   	   Virus	  de	  la	  leucemia	  murina	  
mM	   	   	   milimolar	  
mRNA	   	   	   RNA	  mensajero	  	  
mTOR	   	  Diana	  de	  rapamicina	  en	  mamíferos	  (del	  inglés,	  Mammalian	  Target	  Of	  
Rapamicin)	  
mTORC1	  	   	  Complejo	  1	  de	  mTOR	  (del	  inglés,	  Mammalian	  Target	  Of	  Rapamicin	  
Complex	  1)	  
MTP	   	   	   Proteína	  transportadora	  de	  triglicéridos	  microsomales	  
MTT	   	   	   Bromuro	  de	  3-­‐(4,5-­‐dimetiltiazol-­‐2-­‐il)-­‐2,5-­‐difeniltetrazolio	  
Mw	   	   	   Multipocillo	  
N-­‐LIP	   	   	   Extremo	  amino	  terminal	  (lipina)	  
N-­‐terminal	   	   Extremo	  amino	  terminal	  
n.s.	   	   	   no	  significativo	  
NA	   	   	   Neuraminidasa	  
NCC_ID	  	   	   Identificador	  en	  Pubmed	  de	  la	  estructura	  de	  un	  compuesto	  químico	   	  
NFATc4	   	  Factor	  nuclear	  de	  linfocitos	  T	  activados,	  citoplásmico	  4	  (del	  inglés,	  
Nuclear	  Factor	  of	  Activated	  T-­‐cell,	  cytoplasmic	  4)	  
ng	   	   	   nanogramo	   	  
NIH	   	   	   National	  Institutes	  of	  Health	  
NLS	   	   	   Señal	  de	  localización	  nuclear	  
nm	   	   	   nanómetros	  
NPC1L1	  	   	   Receptor	  de	  colesterol	  (del	  inglés,	  Niemann-­‐Pick	  C1-­‐Like	  1)	  	  
NS	   	   	   Proteína	  no	  estructural	  
nt	   	   	   Nucleótido	  
NTPasa	  	   	   Nucleósido	  trifosfatasa	  
OCLN	   	   	   Ocludina	  
OD450	   	   	   Densidad	  óptica	  a	  450	  nm	  
ORF	   	   	   Marco	  abierto	  de	  lectura	  
OSBP	   	   	   Proteína	  de	  unión	  a	  oxisterol	  
PA	   	   	   Ácido	  fosfatídico	  
PAP	   	   	   Fosfatasa	  de	  ácido	  fosfatídico	  
Abreviaturas	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pb	   	   	   Pares	  de	  bases	  
PBS	   	   	   Tampón	  salino	  con	  fosfato	  
PC	   	   	   Fosfatidilcolina	  
PCR	   	   	   Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  
PE	   	   	   Fosfatidiletanolamina	  
PEG-­‐IFNα	   	   Interferón	  alfa	  pegilado	  
PGC-­‐1α	   	  Coactivador	  1	  alfa	  del	  receptor	  gamma	  activado	  por	  proliferadores	  de	  
peroxisomas	  	  
PI-­‐4,5-­‐P2	   	   Fosfatidil-­‐inositol	  4-­‐5-­‐bifosfato	  
PI4K-­‐IIIα	   	   Fosfatidilinositol	  4-­‐quinasa	  III	  alfa	  
PIP4	   	   	   Fosfatidilinositol	  4	  fosfato	  
PKD-­‐Vps	  34	   	  Complejo	  formado	  por	  la	  proteín	  quinasa	  D	  (PKD)	  y	  la	  fosfatidilinositol-­‐3-­‐
quinasa	  (Vps34)	  
PLA2	   	   	   Fosfolipasa	  A2	  
PMID	   	   	   Identificador	  en	  Pubmed	  de	  una	  publicación	  	  
PPARα	   	   	   Receptor	  alfa	  activado	  por	  proliferadores	  de	  peroxisomas	  
PSTPIP2	   	   Proteína	  2	  de	  interacción	  con	  prolina-­‐serina-­‐treonina	  fosfatasas	  
PVDF	   	   	   Fluoruro	  de	  polivinilideno	  
qPCR	   	   	   Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  cuantitativa	  
RD114	   	   	   Glicoproteína	  del	  retrovirus	  endógeno	  felino	  
RdRp	   	   	   RNA	  polimerasa	  dependiente	  de	  RNA	  
RE	   	   	   Retículo	  endoplásmico	  
RIG-­‐I	   	   	   Gen	  I	  inducible	  por	  ácido	  retinoico	  
RNA	  	   	   	   Ácido	  ribonucleico	  
RNAi	   	   	   Interferencia	  de	  RNA	  /RNA	  interferente	  
RNAsa	   	   	   Ribonucleasa	  
ROS	   	   	   Especies	  reactivas	  de	  oxígeno	  
rpm	   	   	   Revoluciones	  por	  minuto	   	  
RT	   	   	   Transcripción	  reversa	  
RT-­‐PCR	  	   	   Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  acoplada	  a	  transcripción	  reversa	  
RT-­‐qPCR	   	  Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  cuantitativa	  acoplada	  a	  
transcripción	  reversa	  
RxRα	   	   	   Receptor	  X	  retinoide	  alfa	  
S1R	   	   	   Receptor	  Sigma	  1	  
SBF	   	   	   Suero	  bovino	  fetal	  
SDS	   	   	   Dodecilsulfato	  sódico	  
SDS-­‐PAGE	   	   Electroforesis	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  y	  SDS	  
SERMs	   	   	   Moduladores	  sintéticos	  del	  receptor	  de	  estrógenos	  
SGR	   	   	   Replicón	  subgenómico	  
shRNA	   	   	   RNA	  pequeño	  en	  horquilla	  (del	  inglés,	  small	  hairpin	  RNA)	  
Abreviaturas	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siRNA	   	   	   RNA	  pequeño	  interferente	  (del	  inglés,	  small	  interfering	  RNA)	  
SR-­‐BI	   	   	   Receptor	  scavenger	  clase	  B	  tipo	  I	  
SREBP	   	   	   Proteína	  de	  unión	  al	  elemento	  de	  respuesta	  a	  esteroles	  
T162	   	   	   Botella	  de	  162	  cm2	  para	  el	  cultivo	  de	  células	  
T75	   	   	   Botella	  de	  75	  cm2	  para	  el	  cultivo	  de	  células	  
TA	   	   	   Temperatura	  ambiente	  
TAG	   	   	   Triglicérido	  
TBS	   	   	   Tampón	  salino	  con	  Tris-­‐clorhídrico	  
Terapia	  PR	   	  Terapia	  antiviral	  basada	  en	  el	  uso	  combinado	  de	  interferón	  alfa	  pegilado	  
y	  ribavirina	  
Tm	  	   	   	   Temperatura	  de	  fusión	  
TNcc	   	  Virus	  recombinante	  adaptado	  a	  cultivo	  celular	  derivado	  del	  clon	  HC-­‐TN	  
del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  (genotipo	  1a)	  
TNE	   	   	   Tampón	  Tris-­‐cloruro	  sódico-­‐EDTA	  
TRIF	   	   	   Activador	  de	  interferón	  asociado	  al	  receptor	  Toll	  
UTR	   	   	   Región	  no	  traducida	  
V	   	   	   Voltios	  
VAMP	   	   	   Proteína	  de	  membrana	  asociada	  a	  vesícula	   	  
VAPA	   	   	   Proteína	  A	  asociada	  a	  VAMP	  
VAPB	   	   	   Proteína	  B	  asociada	  a	  VAMP	  
VLDL	   	   	   Lipoproteína	  de	  muy	  baja	  densidad	  
VSV	   	   	   Virus	  de	  la	  estomatitis	  vesicular	  
VSVPP	   	  Partícula	  pseudotipada	  del	  virus	  de	  la	  estomatitis	  vesicular	  (sección	  
M5.1)	  
WB	   	   	   Western	  Blot	  
XBP-­‐1	   	   	   Proteína	  1	  de	  unión	  a	  la	  X-­‐box	  
XRN1	   	   	   5´-­‐3´exoribonucleasa	  1	  
μF	   	   	   microfaradio	  
μg	   	   	   microgramo	  
μl	   	   	   microlitro	  
μM	   	   	   micromolar	  
%GC	   	   	   Contenido	  en	  guanina	  y	  citosina	  
2mAde	   	   	   2-­‐C-­‐metiladenosina	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Hepatitis	  C	   virus	   (HCV)	   is	   a	  major	   cause	  of	   severe	   liver	  disease	  and	   it	   remains	   a	   significant	  
health	  burden	  worldwide	  with	  an	  estimated	  170	  million	  people	  chronically	  infected.	  The	  hepatitis	  C	  
viruses	  exhibit	  a	  high	  genetic	  variability.	  They	  are	  grouped	  into	  7	  major	  genotypes	  and	  more	  than	  80	  
subtypes	  and	  circulate	  as	  quasiespecies	  within	  a	  given	  infected	  individual.	  Novel	  treatment	  regimens	  
combining	   different	   direct	   acting	   antivirals	   (DAAs)	   efficiently	   inhibit	   hepatitis	   C	   virus	   infection.	  
However,	   they	   have	   limited	   availability	   and	   cost	   considerations.	  Moreover,	   and	   despite	   promising	  
data	  in	  clinical	  trials,	  the	  potential	  selection	  for	  HCV	  resistant	  variants	  may	  limit	  their	  efficacy	  when	  
facing	   such	   a	   diverse	   constellation	   of	   virus	   variants	   in	   the	   field.	   Alternative	   or	   complementary	  
approaches	  offering	  pangenotypic	  antiviral	  activity	  and	  controlling	  the	  potential	  expansion	  of	  drug-­‐
escape	  mutants	  are	  needed.	  The	  discovery	  or	  the	  development	  of	  new	  drugs	  targeting	  host	  factors	  
involved	   in	   hepatitis	   C	   virus	   replication	   provide	   an	   interesting	   perspective	   for	   novel	   antiviral	  
strategies.	   By	   acting	   through	   a	   complementary	  mechanism	  of	   action,	   host-­‐targeting	   agents	   (HTAs)	  
may	  synergistically	  act	  with	  DAAs	  to	   increase	  the	  genetic	  barrier	  to	  resistance	  and	  develop	  a	  broad	  
pangenotypic	   activity.	   Additionally,	   hepatitis	   C	   virus	   co-­‐opts/hijacks	   host	   lipid	   and	   lipoproteins	  
metabolism	  to	  enhance	  virus	  multiplication.	  As	  a	  consequence,	  alterations	  in	  lipid	  homeostasis	  take	  
place	   that	   manifest	   as	   the	   pathological	   basis	   for	   some	   of	   HCV-­‐associated	   maladies.	   Targeting	   of	  
components	   of	   host	   lipid	  metabolic	   pathways	   holds	   promise	   as	   an	   effective	   anti-­‐HCV	   therapeutic	  
strategy	   as	   it	   could	   help	   to	   revert	   HCV-­‐infection	   associated	   pathogenesis.	   In	   the	   present	  work	  we	  
propose	   two	   different	   strategies	   to	   identify	   new	   antiviral	   candidates	   against	   hepatitis	   C	   virus	  
infection.	  
The	  first	  strategy	  is	  based	  on	  the	  identification	  and	  evaluation	  of	  new	  antivirals	  that	  could	  be	  
effective	  components	  of	  combination	  therapies	  against	  HCV.	   In	  order	  to	  contribute	  to	  this	  task,	  we	  
used	   an	   unbiased	   screening	   cell	   culture	   assay	   to	   interrogate	   a	   chemical	   library	   of	   compounds	  
approved	   for	   clinical	   use	   in	   humans.	   This	   system,	   that	   reproduces	   the	   entire	   virus	   lifecycle	   in	   a	  
miniaturized	   setting,	   enables	   identifying	   nontoxic	   antiviral	   compounds	   potentially	   targeting	   any	  
aspect	   of	   the	   viral	   lifecycle,	   be	   the	   target	   viral	   or	   cellular.	  We	   identified	   two	  novel	  HCV	   antivirals,	  
hydroxyzine	   and	  benztropine,	   that	   have	   a	   high	   therapeutic	  window	   in	   cell	   culture	   and	   inhibit	  HCV	  
infection	  by	  different	  genotypes	   in	  various	  hepatoma	  cell	   lines	  at	  clinically	  achievable	  doses.	  These	  
compounds	  are	  selective	  inhibitors	  of	  HCV	  entry	  in	  cell	  culture	  at	  a	  post-­‐adsorption	  step.	  
The	  second	  strategy	  is	  based	  on	  the	  identification	  and	  characterization	  of	  the	  functional	  role	  
of	   a	   potential	   host	   target	   gene,	   LPIN1,	   in	   HCV	   infection.	   In	   order	   to	   accomplish	   this	   aim,	   we	  
downregulated	   LPIN1	   protein	   expression	   by	   silencing	   its	  mRNA	   expression	   using	   RNAi	   in	   a	   human	  
hepatoma	  cell	  line.	  By	  using	  surrogate	  models	  for	  different	  aspects	  of	  hepatitis	  C	  virus	  infection,	  we	  
determined	  that	  cellular	   levels	  of	  LPIN1	  protein	  are	   limiting	  for	  HCV	   infection	   independently	  of	  the	  
viral	   genotype,	   at	   the	   level	   of	   initiation	   of	   HCV	   replication	   without	   affecting	   primary	   translation.	  
However,	  LPIN1	  downregulation	  does	  not	  interfere	  with	  persistent	  HCV	  infection.	  LPIN1	  role	  on	  HCV	  
replication	   appears	   to	   be	   specific,	   as	   another	   positive	   single-­‐stranded	   RNA	   virus	   infection,	   human	  
coronavirus	   229E-­‐GFP,	   is	   not	   limited	   by	   LPIN1	   downregulation.	   Additionally,	   we	   observed	   an	  
induction	   of	   LPIN1	  mRNA	   and	   protein	   expression	   levels	   during	   HCV	   infection	   suggesting	   that	   viral	  
infection	   could	   interfere	   with	   regulation	   of	   LPIN1	   expression	   and	   hypothetically	   activity	   and	  
consequently	  with	   cellular	   lipid	   homeostasis.	   These	   results	   indicate	   that	   LPIN1	   is	   an	   essential	   host	  
Summary	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factor	   for	   HCV	   replication	   and	   holds	   promise	   for	   the	   development	   of	   new	   antivirals	   targeting	   its	  
function	   to	   inhibit	   HCV	   infection	   while	   potentially	   reverting	   certain	   aspects	   of	   HCV-­‐associated	  
pathogenesis.	  
	  	  	   	  
	  	   	  
	  	   	  
4.	  RESUMEN	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El	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  (HCV)	  es	  la	  principal	  causa	  mundial	  de	  enfermedad	  hepática	  grave	  y	  
representa	   un	   problema	   biomédico	   importante	   con	   cerca	   de	   170	   millones	   de	   individuos	  
crónicamente	   infectados	   en	   todo	   el	   mundo.	   Los	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   presentan	   una	   elevada	  
variabilidad	   genética	   con	  7	   genotipos	  mayoritarios	   y	  más	  de	   80	   subtipos	   exhibiendo,	   además,	   una	  
dinámica	  de	  cuasiespecies	  en	  cada	  paciente.	  Aunque	  existen	  terapias	  basadas	  en	  el	  uso	  combinado	  
de	  agentes	  antivirales	  directos	  (DAAs)	  que	   inhiben	  eficientemente	   la	   infección	  por	  HCV,	  su	  elevado	  
coste,	  una	  eficacia	   limitada	  a	  unos	  cuantos	  genotipos	  virales	  y	   la	  aparición	  de	  variantes	  resistentes	  
dificultan,	   en	   muchos	   casos,	   su	   implantación.	   Nuevas	   estrategias	   terapéuticas	   que	   ofrezcan	   una	  
actividad	  pangenotípica	  y	  ayuden	  a	  contener	  la	  expansión	  de	  mutantes	  resistentes	  son	  necesarias.	  En	  
este	  sentido,	  la	  identificación	  o	  el	  diseño	  de	  fármacos	  frente	  a	  factores	  celulares	  (HTAs)	  con	  un	  papel	  
esencial	  en	  el	  ciclo	  replicativo	  de	  HCV	  cobra	  especial	   importancia	  ya	  que,	  al	  presentar	  mecanismos	  
de	   acción	   complementarios	   a	   los	   DAAs,	   éstos	   podrían	   actuar	   de	  manera	   sinérgica	   ofreciendo	   una	  
barrera	   genética	   elevada	   al	   desarrollo	   de	   resistencias	   y	   cubriendo,	   potencialmente,	   un	   mayor	  
número	   de	   genotipos.	   HCV	   explota	   diferentes	   componentes	   del	   metabolismo	   de	   lípidos	   y	  
lipoproteínas	   celular	   para	   una	   replicación	   más	   eficiente;	   ello	   induce	   importantes	   cambios	   en	   la	  
homeostasis	   lipídica	   de	   la	   célula	   que	   se	   traducen	   en	   la	   aparición	   de	   patologías	   graves.	   La	  
identificación	  de	  proteínas	  celulares	  con	  un	  papel	  central	  en	  dicho	  metabolismo	  y	  la	  actuación	  sobre	  
ellas	  ayudaría	  revertir	   la	  patogénesis	  asociada	  a	   la	   infección	  por	  HCV	  así	  como	  al	  diseño	  de	  nuevos	  
fármacos	  frente	  a	  la	  misma.	  En	  este	  trabajo	  se	  presentan	  dos	  estrategias	  diferentes	  para	  el	  desarrollo	  
de	  nuevas	  terapias	  antivirales	  frente	  a	  la	  infección	  por	  HCV.	  
La	   primera	   estrategia	   se	   basa	   en	   la	   identificación	   y	   evaluación	   de	   nuevos	   antivirales	   que	  
podrían	  emplearse	  en	   terapia	   combinada	   frente	   a	   la	   infección	  por	  HCV.	   Empleando	  un	   sistema	  de	  
infección	  no	  sesgado	  y	  miniaturizado	  que	  reproduce	  el	  ciclo	  replicativo	  completo	  del	  virus	  y	  permite	  
el	  análisis	  simultáneo	  de	  cientos	  de	  moléculas	  con	  potencial	  para	  inhibir	  cualquier	  aspecto	  del	  ciclo	  
infectivo	  de	  HCV,	  ya	  sea	  su	  diana	  tanto	  celular	  como	  viral,	  identificamos	  dos	  compuestos	  autorizados	  
para	  uso	  clínico,	  benztropina	  e	  hidroxicina,	  que	  presentan	  una	  amplia	  ventana	  terapéutica	  e	  inhiben	  
la	   infección	   por	   distintos	   genotipos	   de	   HCV	   en	   diferentes	   líneas	   celulares	   de	   hepatoma	   humano.	  
Ambos	  compuestos	   inhiben	  específicamente	   la	  entrada	  de	  HCV	  actuando	  en	  un	  paso	  posterior	  a	   la	  
adsorción	  del	  virus	  a	  la	  célula	  hospedadora.	  
La	  segunda	  estrategia	  se	  basa	  en	  la	  identificación	  y	  caracterización	  del	  papel	  funcional	  de	  la	  
proteína	  LPIN1	  en	  la	   infección	  por	  HCV.	  Mediante	  RNAi	  silenciamos	  la	  expresión	  de	  LPIN1	  en	  líneas	  
celulares	  de	  hepatoma	  humano	  empleando	  dos	  shRNAs	  diferentes.	  Usando	  modelos	  sustitutivos	  de	  
diferentes	   aspectos	   de	   la	   infección	   con	  HCV	   comprobamos	   que	   los	   niveles	   celulares	   de	   LPIN1	   son	  
limitantes	  para	  el	  establecimiento	  y/o	  funcionamiento	  de	  los	  complejos	  de	  replicación	  del	  virus	  una	  
vez	   traducidos	   los	   genomas	   entrantes	   y	   con	   independencia	   del	   genotipo	   viral	   considerado.	   No	  
obstante,	   parecen	   dispensables	   en	   el	   contexto	   de	   una	   infección	   persistente.	   LPIN1	   tiene	   un	   papel	  
específico	  sobre	  la	  replicación	  de	  HCV	  ya	  que	  su	  silenciamiento	  no	  resulta	  limitante	  para	  la	  infección	  
por	  otro	  virus	  RNA	  de	  cadena	  sencilla	  y	  polaridad	  positiva,	  como	  el	  coronavirus	  humano	  229E-­‐GFP.	  
Alternativamente,	  observamos	  una	   inducción	  en	   los	  niveles	  de	  RNA	  mensajero	  y	  proteína	  de	  LPIN1	  
durante	  la	  infección	  por	  HCV	  que	  sugiere	  que	  dicha	  infección	  podría	  interferir	  en	  la	  regulación	  de	  la	  
expresión	   de	   LPIN1	   y,	   por	   lo	   tanto,	   con	   la	   homeostasis	   de	   lípidos.	   LPIN1	   se	   presenta	   así	   como	   un	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factor	   celular	   esencial	   en	   la	   replicación	   de	   HCV	   y	   plantea	   la	   posibilidad	   de	   desarrollar	   fármacos	  
dirigidos	   frente	  a	   su	   función	  que	  ayudarían	  a	   inhibir	   la	   infección	  por	  HCV	  y	   revertir	   la	  patogénesis	  
asociada	  a	  la	  misma.	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I1.-­‐	   El	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   (HCV):	  
Epidemiología,	   patogénesis	   y	   variabilidad	  
genética	  	  
	  
El	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   (HCV)	   es	   un	  
virus	   hepatotrópico	   que	   infecta	  
exclusivamente	   a	   humanos	   y	   constituye	   la	  
primera	   causa	   mundial	   de	   enfermedad	  
hepática	   grave.	   En	   la	   actualidad,	   representa	  
un	  problema	  biomédico	  importante	  con	  cerca	  
de	   170	   millones	   de	   individuos	   infectados	   en	  
todo	  el	  mundo	  y	  entre	  3	  y	  4	  millones	  de	  casos	  
nuevos	   registrados	   cada	  año	   (Mohd	  Hanafiah	  
y	   col.,	   2013).	  Aunque	   la	   infección	  por	  HCV	   se	  
resuelve	  de	  manera	  espontánea	  en	  un	  15-­‐45%	  
de	  los	  pacientes	  infectados,	  la	  mayoría	  acaban	  
desarrollando	   una	   infección	   persistente	  
gracias,	   en	   parte,	   a	   la	   evasión	   del	   sistema	  
inmunitario	   (Alter	   1999;	   Conry-­‐Cantilena	   y	  
col.,	   1996).	   Los	   pacientes	   infectados	   de	  
manera	  crónica	  presentan	  un	  mayor	  riesgo	  de	  
desarrollar	  fibrosis,	  cirrosis	  y	  hepatocarcinoma	  
celular	   (Yamane	   y	   col.,	   2013);	   patologías	   que	  
constituyen	   la	   principal	   causa	   de	   transplante	  
hepático	   a	   nivel	   mundial	   y	   que	   suponen	   un	  
elevado	  gasto	  económico	  (Lavanchy	  2009).	  
La	   infección	   por	   HCV	   evoluciona	   de	  
manera	   asintomática	   hacia	   su	   fase	   crónica	  
(Racanelli	   y	   Rehermann	   2003;	   Yamane	   y	   col.,	  
2013).	   Además,	   dado	   el	   elevado	   coste	   de	   su	  
diagnóstico	   que	   supone	   el	   análisis	   en	   sangre	  
de	  la	  presencia	  de	  anticuerpos	  frente	  al	  virus	  y	  
la	   determinación	   de	   la	   carga	   viral,	   mediante	  
amplificación	   del	   RNA	   de	   HCV,	   éste	   no	   se	  
realiza	  de	  rutina,	  por	   lo	  que	  gran	  parte	  de	  los	  
individuos	  infectados	  desconocen	  que	  lo	  están	  
(Li	  y	  Lo	  2015;	  Irshad,	  Mankotia,	  y	  Irshad	  2013).	  
Así,	   la	   infección	   por	   HCV	   pasa	   desapercibida	  
entre	  la	  población	  dificultando	  su	  acceso	  a	  un	  
tratamiento	   efectivo	   y	   promoviendo	   su	  
expansión	   sin	   control	   (Li	   y	   Lo	   2015;	   Irshad,	  
Mankotia,	   y	   Irshad	   2013;	   Racanelli	   y	  
Rehermann	   2003).	   Este	   conjunto	   de	  
circunstancias	  ha	  dado	  a	   la	   infección	  por	  HCV	  
el	   calificativo	  de	  epidemia	   silente	   (Racanelli	   y	  
Rehermann	   2003).	   Identificar	   a	   la	   población	  
infectada	  y	  evitar	  la	  progresión	  de	  la	  infección	  
hacia	   su	   fase	   crónica	   se	   convierte	   en	   una	  
prioridad	  a	  nivel	  epidemiológico	  (Li	  y	  Lo	  2015).	  
Identificado	  en	  1989	  a	  partir	  de	  suero	  
de	  un	  paciente	  con	  hepatitis	  no-­‐A,	  no-­‐B	  (Choo	  
y	   col.,	   1989),	   el	   HCV	   se	   propaga	   a	   través	   del	  
contacto	   directo	   con	   sangre	   contaminada.	  
Este	   hecho	   hace	   que	   un	   gran	   número	   de	  
pacientes	   adquiriesen	   la	   infección	   por	  
transfusión	   de	   sangre	   contaminada	   antes	   de	  
que	   se	   implementasen	   los	   test	   diagnósticos	  
para	   HCV	   en	   1990	   (Jacobson	   y	   col.,	   2010).	  
Actualmente,	   el	   consumo	   de	   drogas	   por	   vía	  
intravenosa	   se	   convierte	   en	   la	   causa	   más	  
frecuente	   de	   transmisión	   en	   los	   países	  
desarrollados	   (Nelson	   y	   col.,	   2011)	   y	   sólo	   un	  
pequeño	  porcentaje	   de	   los	   nuevos	   casos	   que	  
se	   registran	   se	   deben	   a	   infecciones	  
nosocomiales	   (Hatia	   y	   col.,	   2015),	   prácticas	  
sexuales	   de	   riesgo	   (Bradshaw,	   Matthews,	   y	  
Danta	   2013),	   transmisión	   perinatal	   o	  
determinadas	   prácticas	   culturales	   (tatuajes,	  
piercings,	  acupuntura,..).	  	  
Los	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   presentan	  
una	   elevada	   variabilidad	   genética	   debido,	  
principalmente,	   a	   su	   alta	   tasa	   replicativa	   (se	  
estima	   que	   la	   producción	   y	   eliminación	   de	  
partículas	   virales	   es	   aproximadamente	   1012	  
partículas	  virales	  por	  persona	  y	  día),	  a	  una	  alta	  
tasa	  de	  error	  debida	  a	  la	  falta	  de	  una	  actividad	  
correctora	   de	   pruebas	   en	   su	   RNA	   polimerasa	  
dependiente	  de	  RNA	  (RdRp)	  y	  a	  la	  ausencia	  de	  
actividades	   de	   corrección	   de	   errores	   post-­‐
replicativos	  en	  el	  RNA	  (Neumann	  y	  col.,	  1998;	  
Behrens,	   Tomei,	   y	   De	   Francesco	   1996;	  
Domingo,	   Sheldon,	   y	   Perales	   2012;	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Steinhauer,	   Domingo,	   y	   Holland	   1992).	   En	  
cada	   individuo	   infectado,	   HCV	   se	   presenta	  
como	  una	  población	  de	  genomas	  divergentes,	  
aunque	   próximamente	   relacionados,	   que	  
muestran	   una	   distribución	   que	   sigue	   un	  
modelo	  de	  cuasiespecies	  (Gomez	  y	  col.,	  1999).	  
Los	  aislados	  de	  HCV	  se	  clasifican	  en	  genotipos	  
y	  subtipos	  atendiendo	  a	  la	  secuencia	  génica	  de	  
la	  región	  5´-­‐UTR	  (región	  no	  traducida)	  y	  de	  las	  
proteínas	  core	  y	  NS5B	  (Yu	  y	  col.,	  2013).	  Se	  han	  
descrito	   7	   genotipos	  mayoritarios	   y	  múltiples	  
subtipos.	  Genotipos	   y	   subtipos	   difieren	   en	   su	  
secuencia	   nucleotídica	   un	   33%	   y	   25%,	  
respectivamente	   (Simmonds	   2013;	   Scheel	   y	  
Rice	  2013).	  Existen	  diferencias	  en	  cuanto	  a	   la	  
distribución	   geográfica	   y	   prevalencia	   de	   los	  
distintos	   genotipos	   siendo	   el	   genotipo	   1	   el	  
más	  prevalente	  a	  nivel	  mundial,	  seguido	  de	  los	  
genotipos	  2	  y	  3	  (Li	  y	  Lo	  2015;	  Bartenschlager,	  
Lohmann,	   y	   Penin	   2013;	   Scheel	   y	   Rice	   2013).	  
Además,	   el	   curso	   natural	   de	   la	   infección	  
difiere	   en	   función	   del	   genotipo	   con	  
consecuencias	   sobre	   la	   patogénesis	   y	  
respuesta	   a	   la	   terapia	   antiviral	   (Li	   y	   Lo	   2015;	  
Scheel	  y	  Rice	  2013).	  
Aunque	   se	   desconocen	   los	   detalles	  
moleculares	  que	  subyacen	  a	  la	  patogénesis	  de	  
HCV,	  una	   respuesta	   inmunológica	  prolongada	  
e	   ineficaz	  frente	  al	  virus	  así	  como	  un	   impacto	  
directo	   de	   la	   replicación	   viral	   sobre	   el	  
metabolismo	   celular	   son	   los	   principales	  
responsables	  de	   la	  destrucción	  progresiva	  del	  
parénquima	  hepático	  y	   su	  evolución	  hacia	  un	  
fenotipo/estado	   fibrótico	   y/o	   cirrótico	  
observado	   en	   algunos	   pacientes	   crónicos	  
(Alter	   1999;	   Racanelli	   y	   Rehermann	  2003).	   La	  
infección	   crónica	   por	   HCV	   también	   se	  
caracteriza	   por	   una	   acumulación	   anormal	   de	  
triglicéridos	   en	   los	   hepatocitos	   (esteatosis	  
hepática)	   habiéndose	   observado	   una	   buena	  
correlación	   entre	   el	   nivel	   de	   esteatosis	   y	   la	  
replicación	   de	   HCV	   en	   individuos	   infectados	  
con	  el	  genotipo	  3	  (Adinolfi,	  Restivo,	  y	  Marrone	  
2013;	  Abid	  y	  col.,	  2005;	  Negro	  y	  Sanyal	  2009).	  
Se	   propone	   que	   el	   control	   del	   metabolismo	  
celular	   por	   parte	   del	   virus	   (Vasallo	   y	  
Gastaminza	   2015)	   así	   como	   la	   existencia	   de	  
una	   población	   de	   cuasiespecies	   en	   constante	  
evolución	   dentro	   de	   un	   mismo	   individuo	  
podrían	  explicar	  la	  persistencia	  de	  la	  infección	  
y	   su	   contribución	   a	   la	   patogénesis	   viral	  
(Racanelli	   y	   Rehermann	   2003;	   Irshad,	  
Mankotia,	   y	   Irshad	   2013).	   Actualmente,	   no	  
existe	   ninguna	   vacuna	   preventiva	   frente	   a	   la	  
infección	   por	   HCV	   y	   los	   tratamientos	  
disponibles	   son	   sólo	   parcialmente	   efectivos.	  
Sin	   embargo,	   la	   eficacia	   mostrada	   por	   las	  
nuevas	   terapias	   que	   incluyen	   agentes	  
antivirales	   directos	   (DAAs)	   proporcionan	   una	  
perspectiva	   optimista	   en	   la	   lucha	   contra	   la	  
infección	   por	   HCV	   (Vasallo	   y	   Gastaminza	  
2015).	  
	  
I2.-­‐	  Tratamientos	  frente	  a	  la	  infección	  crónica	  
por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  	  
	  
I2.1.-­‐	   Evolución	  de	   la	   terapia	   antiviral	   frente	  
al	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
	  
Desde	   la	   introducción	   de	   la	  
monoterapia	  basada	  en	  interferón	  alfa	  (IFN-­‐α)	  
en	   1992	   hasta	   la	   aprobación	   de	   la	   primera	  
generación	  de	  inhibidores	  de	  la	  proteasa	  viral	  
(DAAs),	   telaprevir	   o	   boceprevir,	   en	   uso	  
combinado	   con	   la	   terapia	   a	   base	   de	  
interferón-­‐α	   pegilado	   (PEG-­‐IFN-­‐α)	   y	   ribavirina	  
(terapia	  PR)	  en	  2011,	  la	  tasa	  de	  curación	  de	  los	  
pacientes	   infectados	   con	   el	   genotipo	   1	   se	   ha	  
incrementado	  desde	  menos	  del	  10%	  hasta	  un	  
70-­‐80%	  (Lange	  y	  col.,	  2014).	  
El	   establecimiento	   de	   modelos	   de	  
infección	   en	   cultivo	   celular	   que	   recapitulan	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aspectos	  parciales	  del	  ciclo	  replicativo	  de	  HCV	  
(sistema	   del	   replicón,	   HCVPP	   o	   HCVTCP)	  
(Lohmann	  y	  col.,	  1999;	  Bartosch,	  Dubuisson,	  y	  
Cosset	  2003;	  Steinmann	  y	  col.,	  2008)	  o	  que	  se	  
basan	   en	   clones	   moleculares	   infecciosos	  
(Zhong	   y	   col.,	   2005)	   y	   la	   determinación	   de	   la	  
estructura	   tridimensional	   de	   las	   proteínas	  
virales	   (Bartenschlager,	   Lohmann,	   y	   Penin	  
2013)	   han	   permitido	   un	   conocimiento	   más	  
exhaustivo	  acerca	  del	  ciclo	  vital	  de	  HCV	  y,	  con	  
ello,	   de	   los	   diferentes	   factores	   celulares	   y	  
virales	  requeridos	  para	  la	  replicación	  eficiente	  
del	   virus.	   Ello	   ha	   favorecido	   el	   desarrollo	   de	  
DAAs	  que	  actúan	  de	  manera	  específica	   sobre	  
diferentes	   proteínas	   o	   estructuras	   RNA	   del	  
virus	  (Lange	  y	  Zeuzem	  2013)	  y	  la	  identificación	  
de	   factores	   celulares,	   ciclofilina	   A	   (CypA)	   o	  
microRNA	   miRNA-­‐122,	   que	   pueden	   ser	  
empleados	  como	  dianas	  de	  agentes	  antivirales	  
(HTAs)	  (Lange	  y	  col.,	  2014).	  	  
A	   pesar	   de	   acortar	   la	   duración	   de	   los	  
tratamientos	  e	  incrementar	  la	  tasa	  de	  cura	  de	  
los	  pacientes	  tratados,	  la	  inclusión	  de	  los	  DAAs	  
de	  primera	   generación	   a	   las	   terapias	   basadas	  
en	   IFN-­‐α	   estuvo	   asociada	   con	   la	   aparición	   de	  
efectos	   adversos	   severos,	   el	   desarrollo	   de	  
resistencias	   e	   incompatibilidad	   con	   otros	  
fármacos.	  Estas	   limitaciones	   se	   superaron,	  en	  
parte,	   con	   el	   desarrollo	   de	   nuevos	   DAAs	  
dirigidos	   no	   sólo	   frente	   a	   la	   proteasa	   viral	  
(NS3-­‐4A)	   sino	   también	   frente	   a	   la	   polimerasa	  
(NS5B)	   y	   la	   proteína	   NS5A	   y	   con	   la	   aparición	  
de	   terapias	   cuádruples	   que	   combinaban	   dos	  
DAAs	  de	  acción	  y	  perfil	  de	  resistencia	  antiviral	  
distinto	  con	  la	  terapia	  PR	  (Lange	  y	  col.,	  2014).	  	  
Rápidamente	   se	   demostró	   que	   la	  
inclusión	   de	   sofosbuvir	   (DAA)	   en	   terapia	  
combinada	   con	   ribavirina	   permitiría	  
abandonar	  el	  uso	  de	   IFN,	   reduciendo	  tanto	   la	  
duración	  como	  los	  efectos	  adversos	  asociados	  
al	  tratamiento	  (Lawitz	  y	  col.,	  2013;	  Jacobson	  y	  
	  col.,	  2013;	  Zeuzem	  y	  col.,	  2014).	  
Así,	  en	  octubre	  de	  2014,	   se	  aprobó	  el	  
empleo	   de	   la	   primera	   terapia	   libre	   de	   IFN	  
(Harvoni)	   para	   el	   tratamiento	   de	   la	   infección	  
crónica	   por	   el	   genotipo	   1	   que	   se	   basa	   en	   el	  
uso	  combinado	  de	  ledispavir	  y	  sofosbuvir	  y	  se	  
asocia	   con	   una	   tasa	   de	   cura	   del	   95-­‐100%	   en	  
ensayos	  clínicos	  (Pawlotsky	  y	  col.,	  2015;	  Li	  y	  Lo	  
2015).	   Finalmente,	   a	   comienzos	   de	   2015,	   se	  
aprobó	   el	   uso	   de	   una	   terapia	   triple	   que	  
combina	   inhibidores	   de	   la	   proteasa	   viral	  
(paritaprevir),	   de	   la	   proteína	   NS5A	  
(ombitasvir)	   y	   de	   la	   polimerasa	   NS5B	  
(dasabuvir)	   con	   ritonavir,	   un	   inhibidor	   de	   la	  
proteasa	   de	   HIV-­‐I.	   Esta	   terapia	   se	   asocia	   con	  
una	  tasa	  de	  cura	  próxima	  al	  100%	  en	  ensayos	  
clínicos	   con	   pacientes	   infectados	   por	   el	  
genotipo	  1	  de	  HCV	  (Pawlotsky	  y	  col.,	  2015).	  
	  
	  
I2.2.-­‐	   Desarrollo	   de	   agentes	   antivirales	  
directos	   (DAAs)	   y	   específicos	   frente	   al	   virus	  
de	  la	  hepatitis	  C	  	  
	  
Existen	   tres	   tipos	   de	  DAAs	   aprobados	  
para	   su	   uso	   en	   clínica:	   inhibidores	   de	   la	  
proteasa	   viral	   (NS3-­‐4A),	   inhibidores	   de	   la	  
polimerasa	  (NS5B)	  e	  inhibidores	  de	  la	  proteína	  
NS5A	  (Pawlotsky	  y	  col.,	  2015).	  	  
	  
Inhibidores	   de	   la	   proteasa	   NS3-­‐4A.	  
Interfieren	   en	   la	   unión	   de	   la	   proteasa	   a	   su	  
sustrato	   impidiendo	   el	   correcto	  
procesamiento	   de	   la	   poliproteína	   del	   virus	  
(Pawlotsky	   y	   col.,	   2015;	   Lange	   y	   col.,	   2014).	  
Dado	   que	   la	   actividad	   proteasa	   de	   NS3-­‐4A	  
también	   está	   implicada	   en	   contrarrestar	   la	  
respuesta	   innata	   frente	   a	   HCV	  
(Bartenschlager,	   Lohmann,	   y	   Penin	   2013),	   es	  
posible	   que	   el	   empleo	   de	   estos	   inhibidores	  
ayude	  a	  reactivar	  dicha	  respuesta	  en	  la	  célula	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infectada.	  	  
La	   primera	   oleada	   de	   inhibidores	   de	  
primera	   generación,	   telaprevir	   y	   boceprevir,	  
mostró	   una	   eficacia	   limitada	   al	   genotipo	   1,	  
una	   barrera	   genética	   muy	   pequeña	   al	  
desarrollo	  de	  resistencias	  y	  numerosos	  efectos	  
adversos	   asociados.	   La	   segunda	   oleada	   de	  
inhibidores	   aumentó	   su	   cobertura	   genotípica	  
ya	   que	   mostró	   su	   eficacia	   frente	   a	   los	  
genotipos	   1,	   2	   y	   4.	   Sin	   embargo,	   hubo	   que	  
esperar	   a	   la	   segunda	   generación	   de	  
inhibidores	   de	   la	   proteasa	   (asunaprevir	   o	  
simeprevir)	   para	   conseguir	   una	   barrera	  
genética	   elevada	   frente	   al	   desarrollo	   de	  
resistencias,	   una	   mayor	   tolerabilidad	   y	   una	  
actividad	   pangenotípica	   (Pawlotsky	   y	   col.,	  
2015;	   Lange	   y	   col.,	   2014;	   Scheel	   y	   Rice	   2013;	  
Bartenschlager,	  Lohmann,	  y	  Penin	  2013).	  	  
	  
Inhibidores	  de	  la	  polimerasa	  NS5B.	  Se	  
clasifican	   en	   dos	   categorías	   atendiendo	   a	   su	  
estructura	   química.	   Los	   inhibidores	   análogos	  
de	  nucleós(t)idos	  se	  únen	  al	  sitio	  activo	  de	   la	  
polimerasa	  actuando	  como	  terminadores	  de	  la	  
cadena	  de	  RNA	  naciente.	  Son	  efectivos	  frente	  
a	   todos	   los	   genotipos	   y	   ofrecen	   una	   elevada	  
barrera	  genética	  al	  desarrollo	  de	   resistencias.	  
Destaca	   sofosbuvir	   que	   ha	   demostrado	   una	  
extraordinaria	   eficacia	   frente	   a	   los	   genotipos	  
1-­‐6	   en	   combinación	   con	   PR	   e,	   incluso,	   en	  
terapias	   libres	   de	   IFN	   en	   combinación	   con	  
daclatasvir	  o	   ledispavir	   frente	  a	   los	  genotipos	  
2	  y	  3	  o	  1,	  respectivamente	  (Lange	  y	  col.,	  2014;	  
Gane	   y	   col.,	   2013).	   Los	   inhibidores	   de	  
nucleós(t)idos	   se	   únen	   a	   uno	   de	   los	   cuatro	  
sitios	   alostéricos	   de	   la	   RNA	   polimerasa	  
dependiente	   de	   RNA	   (RdRp)	   alterando	   su	  
conformación	   y	   bloqueando	   su	   función	  
catalítica.	   Tienen	  poca	   cobertura	  genotípica	  y	  
una	   barrera	   genética	   muy	   pequeña	   al	  
desarrollo	   de	   resistencias.	   Actualmente,	   sólo	  
dasabuvir	   ha	   sido	   aprobado	   para	   su	   uso	   en	  
clínica,	   pero	   en	   terapia	   combinada	   con	   otros	  
DAAs	   (Pawlotsky	   y	   col.,	   2015;	   Lange	   y	   col.,	  
2014).	  	  
	  
Inhibidores	   de	   la	   proteína	   NS5A.	   Se	  
únen	   al	   dominio	   I	   de	   la	   proteína	   NS5A	   y	  
bloquean	  la	  formación	  de	  la	  red	  membranosa	  
en	   la	   que	   se	   encuentran	   los	   complejos	   de	  
replicación	   funcionales	  de	  HCV	   (Berger	  y	   col.,	  
2014),	  proceso	  en	  el	  que	  NS5A	  desempeña	  un	  
papel	   esencial	   (Reiss	   y	   col.,	   2013).	   Además,	  
inhiben	   los	   procesos	   de	   ensamblaje	   y	  
secreción	   de	   partículas	   virales	   (McGivern	   y	  
col.,	   2014).	   Los	   inhibidores	   de	   primera	  
generación	   (daclatasvir,	   ledipasvir	   y	  
ombitasvir)	   se	   encuentran	   actualmente	  
aprobados	  para	   su	  uso	  en	   terapia	   combinada	  
ya	   que	   muestran	   actividad	   pangenotípica	   y	  
tienen	   una	   reducida	   toxicidad	   aunque	  
presentan	   un	   barrera	   genética	   pequeña	   al	  
desarrollo	   de	   resistencias.	   Los	   de	   segunda	  
generación	   (elbasvir)	   aún	   están	   en	   fase	   de	  
desarrollo	   clínico	   (Pawlotsky	   y	   col.,	   2015;	  
Lange	  y	  col.,	  2014).	  
	  
Actualmente,	   se	   encuentran	   en	   fase	  
de	  estudio	  nuevos	  DAAs	  dirigidos	   frente	  a	   las	  
proteínas	  NS4B	  y	  p7	  del	  virus	  (Bartenschlager,	  
Lohmann,	  y	  Penin	  2013).	  
	  
	  
I2.3.-­‐	   Desarrollo	   de	   agentes	   antivirales	   que	  
actúan	  sobre	  dianas	  celulares	  (HTAs)	  
	  
Dada	   la	   enorme	   constelación	   de	  
secuencias	  virales	  que	  circulan	  por	  el	  mundo,	  
la	   ausencia	   de	   datos	   de	   campo	   sobre	   la	  
eficacia	   de	   los	   tratamientos,	   los	   precedentes	  
en	  la	  aparición	  de	  resistencias	  con	  virus	  como	  
el	   HIV-­‐I	   y	   la	   no	   despreciable	   cifra	   de	   3-­‐4	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millones	  de	  nuevos	  contagios	  anuales	  por	  HCV	  
por	   falta	   de	   una	   vacuna	   profiláctica	   eficaz,	  
surge	   la	   necesidad	   de	   desarrollar	   nuevas	  
estrategias	   antivirales	   que	   exploren	  
alternativas	   para	   contener	   la	   posible	  
emergencia	   de	   variantes	   resistentes.	   En	   este	  
contexto,	   la	   identificación	  de	   fármacos	   frente	  
a	  dianas	  celulares	  para	  su	  inclusión	  en	  terapias	  
combinadas	   con	   DAAs	   cobra	   especial	  
importancia	  (Zeisel	  y	  col.,	  2013;	  Fofana	  y	  col.,	  
2014).	   Al	   presentar	   mecanismos	   de	   acción	  
complementarios	   a	   los	   DAAs,	   podrían	   actuar	  
de	  manera	  sinérgica	  conteniendo	  la	  expansión	  
de	   mutantes	   resistentes	   y	   cubriendo,	  
potencialmente,	   un	   mayor	   número	   de	  
genotipos.	   Al	   contener	   el	   uso,	   por	   parte	   del	  
virus,	   de	   los	   recursos	   celulares	   a	   los	   que	   van	  
dirigidos,	   los	   HTAs	   podrían	   contribuir	   a	  
revertir	   la	  patogénesis	  asociada	  a	   la	   infección	  
por	   HCV	   así	   como	   a	   estimular	   la	   respuesta	  
inmune	   innata	   del	   hospedador	   facilitando	   la	  
eliminación	   del	   virus	   (Lange	   y	   col.,	   2014;	  
Scheel	  y	  Rice	  2013;	  Zeisel	  y	  col.,	  2013).	  
Muchos	   aspectos	   del	   ciclo	   de	   vida	   de	  
HCV	   dependen	   de	   factores	   celulares	   que	  
podrían	   ser	   empleados	   como	   diana	   de	  
diferentes	   HTAs.	   Sin	   embargo,	   al	   estar	  
dirigidos	   frente	   a	   recursos	   celulares,	   su	  
empleo	   se	   asocia	   con	   importantes	   efectos	  
adversos	  que	  han	  limitado	  su	  implementación	  
en	   monoterapia.	   Actualmente,	   los	   HTAs	  
desarrollados	   se	   encuentran	   en	   diferentes	  
fases	   de	   estudio	  
	  clínico	  y	  pre-­‐clínico	  (Zeisel	  y	  col.,	  2013).	  
El	  fármaco	  Alisporivir	  (DEBIO-­‐025),	  por	  
ejemplo,	   es	   un	   inhibidor	   de	   la	   CypA,	   una	  
enzima	  celular	  que	  se	  úne	  a	   la	  proteína	  NS5A	  
del	  virus	  e	  induce	  cambios	  en	  su	  conformación	  
necesarios	  para	  la	  replicación	  del	  RNA	  (Yang	  y	  
col.,	  2008).	  Alisporivir	  bloquea	   la	  unión	  CypA-­‐
NS5A	  por	  lo	  que	  su	  administración	  se	  ha	  visto	  
que	   inhibe	   la	   infección	  por	  HCV	  tanto	   in	  vitro	  
como	   in	   vivo,	   siendo	   efectivo	   frente	   a	   todos	  
los	   genotipos	   y	   mostrando	   una	   barrera	  
genética	   muy	   elevada	   al	   desarrollo	   de	  
resistencias	   (Zeisel	   y	   col.,	   2013;	  
Bartenschlager,	   Lohmann,	   y	   Penin	   2013).	   Sin	  
embargo,	   su	   empleo	   en	   terapia	   combinada	  
con	  PR	  llevó	  a	  la	  aparición	  de	  algunos	  casos	  de	  
pancreatitis,	   dejando	   en	   espera	   su	   uso	   en	  
clínica	  (Scheel	  y	  Rice	  2013).	  	  
El	   compuesto	   Miravirsen	   (SPC3649)	  
está	   dirigido	   frente	   al	   miRNA-­‐122	   (Lanford	   y	  
col.,	  2010;	  Janssen	  y	  col.,	  2013),	  un	  microRNA	  
específico	  de	  tejido	  hepático	  que	  se	  úne	  a	  dos	  
sitios	   altamente	   conservados	   del	   extremo	   5´-­‐
UTR	  del	  genoma	  de	  HCV	  (Jopling	  y	  col.,	  2005).	  
Dicha	  unión	  parece	  estimular	   su	   traducción	   y	  
replicación	   protegiéndolo,	   además,	   del	  
reconocimiento	  mediado	  por	  receptores	  de	  la	  
respuesta	   innata	   como	   RIG-­‐I	   (Gen	   I	   inducible	  
por	  ácido	  retinoico)	  y	  de	  su	  degradación	  por	  la	  
5´-­‐3´exoribonucleasa	  1	  (XRN1)(Bartenschlager,	  
Lohmann,	   y	   Penin	   2013;	   Scheel	   y	   Rice	   2013).	  
Estudios	   clínicos	   en	   fase	   II	   con	   Miravirsen	  
muestran	  una	  actividad	  antiviral	  significativa	  y	  
una	   gran	   barrera	   genética	   al	   desarrollo	   de	  
resistencias	   (Lange	   y	   col.,	   2014;	   Zeisel	   y	   col.,	  
2013).	   Sin	   embargo,	   se	   ha	   visto	   que	   la	  
supresión	   de	   miRNA-­‐122	   en	   ratones	   es	  
altamente	  oncogénica	  además	  de	  provocar	   la	  
aparición	   de	   esteatohepatitis,	   fibrosis	   y	  
carcinoma	   hepático	   (Hsu	   y	   col.,	   2012;	   Tsai	   y	  
col.,	   2012).	   Esta	   propiedad	   del	   miRNA-­‐122	  
como	   supresor	   de	   tumores	   y	   su	   papel	   en	   la	  
homeostasis	   lipídica	   hepática	   limitan	   el	  
empleo	   terapéutico	   de	   antagonistas	   del	  
miRNA-­‐122	  (Bartenschlager,	  Lohmann,	  y	  Penin	  
2013;	  Scheel	  y	  Rice	  2013).	  	  
A	  pesar	  de	  las	  limitaciones	  que	  ofrece	  
el	   uso	  de	   los	  HTAs	  actualmente	  disponibles	   y	  
aún	   siendo	   necesaria	   una	   investigación	   más	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profunda	   en	   términos	   de	   tolerabilidad	   y	  
eficacia,	   los	   avances	   logrados	   en	   los	   últimos	  
años	   con	   el	   desarrollo	   de	   DAAs	   y	   HTAs	   y	   su	  
empleo	   en	   terapias	   combinadas	   ofrecen	   un	  
futuro	   prometedor.	   Potencialmente,	   el	   uso	  
combinado	  de	  DAAs	  y	  HTAs	  permitirá	   curar	  a	  
la	   mayoría	   de	   pacientes	   infectados	   con	   HCV	  
empleando	  una	  terapia	  oral	  y	  libre	  de	  IFN,	  con	  
un	   reducido	   número	   de	   efectos	   secundarios	  
adversos	   asociados	   y	   una	   limitada	  
incompatibilidad	   entre	   fármacos.	   Sin	  
embargo,	   el	   elevado	   coste	   de	   este	   tipo	   de	  
terapias	   limita	   su	   implementación,	  
especialmente,	   en	   países	   con	   pocos	   recursos	  
económicos,	  por	  lo	  que	  éste	  ha	  de	  ser	  otro	  de	  
los	   aspectos	   importantes	   a	   abordar	   en	   el	  
desarrollo	   de	   futuras	   estrategias	   antivirales	  
(Lange	   y	   col.,	   2014;	   Pawlotsky	   y	   col.,	   2015;	  
Scheel	  y	  Rice	  2013;	  Bartenschlager,	  Lohmann,	  
y	  Penin	  2013).	  	  
	  
	  
I3.-­‐	   Biología	   molecular	   del	   virus	   de	   la	  
hepatitis	  C	  	  
	  
El	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C,	   miembro	  
representativo	   del	   género	   Hepacivirus	   y	  
perteneciente	   a	   la	   familia	   Flaviviridae	  
(Moradpour,	   Penin,	   y	   Rice	   2007),	   infecta	  
principalmente	   hepatocitos	   aunque	   también	  
se	   ha	   descrito	   la	   infección	   de	   otros	   tipos	  
celulares	  como	   los	   linfocitos	  B	  y	  T,	   las	  células	  
dendríticas	   y	   los	   monocitos	   (Kondo	   y	  
Shimosegawa	  2013).	  
Se	   trata	   de	   un	   virus	   pequeño,	   con	  
envuelta	   y	   genoma	   de	   RNA	  monocatenario	   y	  
polaridad	   positiva	   de	   aproximadamente	   9600	  
nucleótidos.	   Dicho	   genoma	   está	   compuesto	  
por	   un	   único	  marco	   abierto	   de	   lectura	   (ORF)	  
que	  se	  encuentra	  flanqueado,	  en	  sus	  extremos	  
5´y	  3´,	  por	  dos	  secuencias	  no	  traducidas	  	  (UTR)	  
(Moradpour,	  Penin,	  y	  Rice	  2007).	  La	  región	  5´-­‐
UTR	  se	  encuentra	  altamente	  conservada	  entre	  
aislados	   diferentes;	   contiene	   un	   sitio	   interno	  
de	  entrada	  al	  ribosoma	  (IRES),	  esencial	  para	  el	  
proceso	   de	   traducción	   (Otto	   y	   Puglisi	   2004),	  
así	   como	   cuatro	   dominios	   estructurales	   (I	   a	  
IV),	   dos	   de	   los	   cuales	   (I	   y	   II)	   son	   necesarios	  
para	   la	   unión	   del	   miRNA-­‐122;	   dicha	   unión	  
potencia	   tanto	   la	   traducción	   como	   la	  
replicación	  del	  RNA	  viral	   (Jopling	  y	  col.,	  2005;	  
Jopling	   2008)	   (Figura	   I1A).	   La	   región	   3´-­‐UTR	  
también	   está	   implicada	   en	   la	   replicación	   del	  
RNA	  viral	  tanto	   in	  vivo	  como	   in	  vitro	   (Friebe	  y	  
Bartenschlager	  2002;	  Yi	  y	  Lemon	  2003;	  Yanagi	  
y	   col.,	   1999;	   Kolykhalov	   y	   col.,	   2000)	   (Figura	  
I1A).	  El	  genoma	  viral	  codifica	  una	  poliproteína	  
de	  unos	  3011	  aminoácidos	  que	  es	  procesada,	  
co-­‐	   y	   post-­‐traduccionalmente,	   por	   proteasas	  
celulares	   y	   virales	   para	   dar	   lugar	   a	   tres	  
proteínas	  estructurales	   (core,	  E1	  y	  E2)	  y	   siete	  
proteínas	   no	   estructurales	   (p7,	   NS2,	   NS3,	  
NS4A,	   NS4B,	   NS5A	   y	   NS5B)	   (Moradpour,	  
Penin,	  y	  Rice	  2007)	  (Figura	  I1A).	  	  
	  
	  
I3.1.-­‐	  Estructura	  y	  función	  de	  las	  proteínas	  de	  
HCV	  
	  
La	   proteína	   Core	   es	   el	   componente	  
estructural	  de	  la	  nucleocápsida	  viral.	  Presenta	  
un	  dominio	  de	  unión	  a	  RNA	  y	  su	  asociación	  a	  
la	   membrana	   del	   retículo	   endoplásmico	   (RE)	  
(Figura	   I1B)	   le	   implica	   en	   los	   procesos	   de	  
replicación	   y	  morfogénesis	   del	   virión	   (Hope	   y	  
McLauchlan	  2000;	  Boulant	  y	  col.,	  2006).	  Juega	  
un	   papel	   importante	   en	   la	   patogénesis	  
asociada	  a	  la	  infección	  crónica	  por	  HCV	  ya	  que	  
su	   asociación	   a	   gotas	   lipídicas	   (LDs)	   y	   su	  
interacción	  con	  diferentes	  proteínas	   celulares	  
(ver	   sección	   I4)	   induce	   cambios	   en	   el	  
metabolismo	   lipídico	   de	   la	   célula	   que	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contribuyen	   al	   desarrollo	   de	   esteatosis	  
hepática	  (Syed,	  Amako,	  y	  Siddiqui	  2010;	  Negro	  
y	  Sanyal	  2009;	  Negro	  2006).	  	  
Las	  glicoproteínas	  de	  la	  envuelta,	  E1	  y	  
E2,	   forman	   un	   complejo	   no	   covalente	  
(heterodímero	   E1-­‐E2)	   que	   constituye	   el	  
componente	   mayoritario	   de	   la	   envuelta	   del
	   	  	  
virus	   (Dubuisson,	   Penin,	   y	   Moradpour	   2002).	  
Participan	  en	  la	  unión	  a	  receptores	  celulares	  y	  
en	  la	  fusión	  a	  la	  célula	  hospedadora	  (Goffard	  y	  
col.,	  2005;	  Moradpour,	  Penin,	  y	  Rice	  2007)	  por	  
lo	   que	   E1	   y	   E2	   se	   consideran	   proteínas	   clave	  
en	   la	  entrada	  viral	   (Bartosch	  y	  Cosset	  2006)	  y	  
en	   el	   ensamblaje	   de	   partículas	   infecciosas	  
	  
	  
Figura	   I1.	   Estructura	  del	  genoma	  de	  HCV,	  procesamiento	  de	   la	  poliproteína	  y	  topología	  de	   las	  proteínas	  
virales.	   (A)	  Esquema	  del	   genoma	  de	  HCV	  en	  el	  que	   se	  representan	  sus	  distintas	   regiones	   (en	   línea	  verde,	  
anotación	  estructural;	  en	  línea	  violeta,	  anotación	  funcional)	  así	  como	  el	  procesamiento	  de	  la	  poliproteína	  a	  
través	   de	   proteasas	   celulares	   y	   virales.	   Se	   indica	   además	   la	   localización	   de	   los	   codones	   de	   iniciación	   y	  
terminación	  de	  la	  traducción	  en	  los	  extremos	  5´y	  3´del	  genoma	  de	  HCV,	  respectivamente,	  así	  como	  el	  sitio	  
de	  unión	  del	  miRNA-­‐122	  a	  la	  región	  5´-­‐UTR	  de	  dicho	  genoma.	  (B)	  Localización	  en	  la	  membrana	  del	  retículo	  
endoplásmico	  (RE)	  y	  funciones	  principales	  de	  las	  distintas	  proteínas	  de	  HCV.	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(Wakita	  y	   col.,	  2005)	   (Figura	   I1B).	   La	  proteína	  
E2,	   en	   su	   región	   N-­‐terminal,	   presenta	   dos	  
secuencias	   altamente	   heterogéneas	  
denominadas	  región	  hipervariable	  I	  y	  II	  (HVR-­‐I	  
y	   HVR-­‐II),	   respectivamente,	   que	   han	   sido	  
empleadas	   para	   estudios	   de	   diversidad	  
genética	   de	   HCV.	   Se	   cree	   que	   estas	   regiones	  
se	  originan	  en	  respuesta	  a	  presiones	  selectivas	  
ejercidas	   por	   anticuerpos	   neutralizantes	  
frente	   al	   virus	   y	   que,	   dada	   su	   elevada	  
heterogeneidad	   genética,	   podrían	   ser	  
empleadas	   por	   HCV	   para	   evadir	   la	   respuesta	  
del	   sistema	   inmunitario	   y	   facilitar	   el	  
establecimiento	   de	   una	   infección	   crónica	  
(Boulestin	  y	  col.,	  2002;	  Polyak	  y	  col.,	  1998).	  	  
La	   proteína	  p7	   es	   una	   viroporina	   con	  
función	  de	  canal	   iónico	  que	  está	  implicada	  en	  
morfogénesis	  y	  secreción	  del	  virión	  infeccioso	  
(Dubuisson	  2007;	  Penin	   y	   col.,	   2004;	  Griffin	   y	  
col.,	   2003)	   (Figura	   I1B).	   Aunque	   no	   parece	  
necesaria	   para	   la	   replicación	   del	   RNA	   viral	  
resulta	  esencial	  para	  la	  infección	  in	  vivo	  (Sakai	  
y	  col.,	  2003).	  	  
La	  proteína	  NS2,	  junto	  con	  parte	  de	  la	  
proteína	   NS3,	   forma	   la	   proteasa	   NS2-­‐3	   o	  
autoproteasa	  del	   virus	  encargada	  de	   catalizar	  
la	  proteólisis	  del	  sitio	  de	  unión	  existente	  entre	  
NS2	   y	   NS3	   (Grakoui	   y	   col.,	   1993;	   Hijikata,	  
Mizushima,	   y	   col.,	   1993).	   Participa	   en	   los	  
procesos	   de	   ensamblaje	   y	   secreción	   de	   la	  
partícula	   viral	   (Pietschmann	   y	   col.,	   2006)	  
(Figura	  I1A-­‐B).	  
	  	   La	   proteína	   NS3	   es	   una	   proteína	  
multifuncional	   con	   actividad	   serín-­‐proteasa	  
(en	   su	   región	   N-­‐terminal)	   y	   RNA	  
helicasa/NTPasa	   (en	   su	   extremo	   C-­‐terminal)	  
(Figura	   I1B).	  A	  través	  de	  su	   interacción	  con	  el	  
cofactor	  NS4A	  forma	  el	  complejo	  NS3-­‐4A	  cuya	  
actividad	   serín-­‐proteasa	   permite	   el	  
procesamiento	   de	   la	   poliproteína	   del	   virus	   al	  
catalizar	   la	  proteólisis	   de	   las	  uniones	  NS3-­‐4A,	  
NS4A-­‐4B,	   NS4B-­‐5A	   y	   NS5A-­‐5B	   (Penin	   y	   col.,	  
2004;	  Moradpour	   y	   Penin	   2013)	   (Figura	   I1A).	  
Además,	   este	   complejo	  procesa	  e	   inactiva	   las	  
proteínas	   MAVS	   (adaptador	   mitocondrial	   de	  
señalización	   antiviral)	   y	   TRIF	   (activador	   de	  
interferón	   asociado	   al	   receptor	   Toll),	  
bloqueando	   la	   respuesta	   inmune	   innata	   del	  
hospedador	  y	  favoreciendo	  la	  persistencia	  del	  
virus	  (Horner	  y	  Gale	  2013).	  La	  proteína	  celular	  
GPx8	   (glutatión	   peroxidasa	   8),	   cuya	   actividad	  
catalítica	  se	  ha	  visto	  que	  facilita	  la	  producción	  
de	   partículas	   de	   HCV,	   también	   es	   procesada	  
por	   el	   complejo	   NS3-­‐4A	   (Morikawa	   y	   col.,	  
2014).	  La	  actividad	  helicasa	  de	  la	  proteína	  NS3	  
es	   esencial	   para	   el	   proceso	   de	   replicación,	  
probablemente,	   favoreciendo	   la	   procesividad	  
de	   la	   polimerasa	   en	   regiones	   de	   RNA	  
altamente	   estructurado	   (Wolk	   y	   col.,	   2000;	  
Paul,	  Madan,	  y	  Bartenschlager	  2014).	  	  
La	  proteína	  NS4B	   induce	   la	  formación	  
de	  unas	  redes	  membranosas	  que	  sirven	  como	  
soporte	   para	   el	   ensamblaje	   de	   los	   complejos	  
de	   replicación	   de	   HCV	   en	   un	   proceso	  
concertado	   con	   otras	   proteínas	   no	  
estructurales	   del	   virus	   como	   NS5A	   (Romero-­‐
Brey	  y	  col.,	  2012;	  Lohmann	  2013;	  Egger	  y	  col.,	  
2002)	   (Figura	   I1B).	   Juega,	  por	   tanto,	  un	  papel	  
crítico	   en	   la	   replicación	   del	   RNA	   viral	   y	   en	   la	  
formación	  de	  viriones	  infecciosos	  (Jones	  y	  col.,	  
2009;	  Paul	  y	  col.,	  2011).	  	  
NS5A	   es	   un	   fosfoproteína	   con	  
capacidad	   de	   unión	   a	   RNA	   que	   puede	  
presentarse	   en	   un	   estado	   de	   fosforilación	  
basal	   (56	   kDa)	   o	   en	   estado	   hiperfosforilado	  
(58	   kDa)	   y	   modular	   así	   la	   eficiencia	   del	  
proceso	   de	   replicación	   (Evans,	   Rice,	   y	   Goff	  
2004;	   Neddermann	   y	   col.,	   2004;	   Appel,	  
Pietschmann,	   y	   Bartenschlager	   2005).	   Es	   un	  
componente	  esencial	  de	   la	   replicasa	  del	   virus	  
ya	   que	   sirve	   como	   plataforma	   para	   el	  
reclutamiento	  de	  diferentes	  factores	  celulares	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(PI4K-­‐IIIα,	   PI4P,	   Anexina	   AII,	   OSBP,…)	  
necesarios	  en	  su	  ensamblaje	  y	  funcionamiento	  
(Penin	   y	   col.,	   2004;	   Alvisi,	   Madan,	   y	  
Bartenschlager	   2011;	   Reiss	   y	   col.,	   2013).	  
Además,	   interacciona	   con	   el	   RNA	   del	   virus	  
dirigiéndolo	   hacia	   diferentes	   procesos	  
(traducción,	   replicación	   o	   ensamblaje	   de	   la	  
partícula	   viral)	   y	   protegiéndolo	   frente	   a	   la	  
acción	   de	   RNAsas	   y	   diversos	   mecanismos	   de	  
defensa	   antiviral	   (Moradpour,	   Penin,	   y	   Rice	  
2007).	  Su	  interacción	  con	  diferentes	  proteínas	  
celulares	   le	   confiere	   un	   papel	   modulador	   en	  
varias	   cascadas	   de	   señalización	   (Macdonald	   y	  
Harris	   2004).	   Co-­‐localiza	   con	   la	   proteína	   core	  
en	  la	  superficie	  de	  LDs	  sugiriendo	  una	  posible	  
participación	  de	  NS5A	  en	   la	  morfogenésis	  del	  
virión	  (Gawlik	  y	  col.,	  2014;	  Herker	  y	  Ott	  2011;	  
Miyanari	   y	   col.,	   2007).	   Se	   cree	   que	   NS5A	  
estimula	   la	   actividad	   de	   NS5B	   (Lohmann	  
2013).	   En	   NS5A	   se	   localizan	   dos	   regiones	  
importantes	   que	   afectan	   a	   la	   respuesta	   al	  
tratamiento	   con	   PEG-­‐IFN-­‐α	   y	   ribavirina,	  
denominadas	   IRRDR	   (región	   determinante	   de	  
la	   resistencia	  a	   interferón	  y	   ribavirina)	  e	   ISDR	  
(región	   determinante	   de	   la	   sensibilidad	   a	  
interferón)	   (El-­‐Shamy	  y	  col.,	  2007;	  Enomoto	  y	  
col.,	  1996)	  (Figura	  I1B).	  	  
La	   proteína	   NS5B	   es	   una	   RNA	  
polimerasa	   dependiente	   de	   RNA	   que	  
constituye	   el	   componente	   catalítico	   del	  
complejo	   de	   replicación	   de	   HCV	   (Figura	   I1B).	  
La	  actividad	  RdRp	  parece	  estar	  modulada	  por	  
la	   interacción	   de	   NS5B	   con	   otras	   proteínas	  
virales	   (NS3	   y	   NS5A,	   principalmente)	  
(Bartenschlager,	   Frese,	   y	   Pietschmann	   2004).	  
NS5B	   interacciona	   con	   diferentes	   proteínas	  
celulares,	   entre	   ellas,	   la	   ciclofilina	   B	   que,	   al	  
potenciar	   su	   actividad	   de	   unión	   a	   RNA,	  
incrementa	   la	  replicación	  del	  virus	   (Watashi	  y	  
col.,	   2005).	   Esta	   polimerasa	   carece	   de	  
actividad	  Exo	   3´-­‐5´	   (exonucleasa	   3´-­‐5´)	   lo	   que	  
explica	   la	   elevada	   tasa	   de	   mutación	   y	   la	  
enorme	   diversidad	   genética	   que	   exhiben	   los	  
virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  (Steinhauer,	  Domingo,	  y	  
Holland	  1992)	  .	  	  
Se	   han	   identificado	   marcos	   abiertos	  
de	  lectura	  alternativos	  en	  la	  región	  codificante	  
de	   la	   proteína	   Core	   del	   genotipo	   1a	   que	   dan	  
lugar	  a	  las	  proteínas	  ARFP	  y	  F	  cuyas	  funciones	  
en	   el	   ciclo	   replicativo	   del	   virus	   o	   en	   la	  
patogénesis	   asociada	   a	   su	   infección	   no	   están	  
claras	  (Branch	  y	  col.,	  2005).	  
Todas	   las	   proteínas	   de	   HCV	   están	  
asociadas	   a	  membranas	   intracelulares	   ya	   sea	  
directa	  o	   indirectamente,	  como	  en	  el	  caso	  de	  
NS3,	  que	  necesita	  de	  NS4A	  para	  anclarse	  a	   la	  
membrana	   del	   RE	   (Paul,	   Madan,	   y	  
Bartenschlager	   2014;	   Moradpour,	   Penin,	   y	  
Rice	  2007)	  (Figura	  I1B).	  
	  
	  
I3.2.-­‐	  Estructura	  del	  virión	  de	  HCV	  	  
	  
Los	   viriones	   de	   HCV	   presentan	   un	  
diámetro	   aproximado	   de	   40-­‐80	   nm	   y	  
muestran	   una	   apariencia	   pleomórfica	  
(Gastaminza	   y	   col.,	   2010;	   Merz	   y	   col.,	   2011;	  
Catanese	   y	   col.,	   2013).	   Su	   nucleocápsida,	  
compuesta	   por	   la	   proteína	   core,	   alberga	   el	  
genoma	  de	  HCV	  y	  ésta	  rodeada	  por	  una	  bicapa	  
lipídica	   que	   deriva	   del	   RE	   y	   en	   la	   que	   se	  
encuentran	   embebidas,	   formando	  
heterodímeros,	   las	   glicoproteínas	   E1	   y	   E2	  
(Catanese	  y	  col.,	  2013).	  No	  existen	  evidencias	  
bioquímicas	  acerca	  de	  la	  presencia	  inequívoca	  
de	  otras	  proteínas	  virales	  en	  el	  virión,	  pero	  sí	  
de	   proteínas	   celulares	   como	   las	  
apolipoproteínas	   apoE,	   apoCIII,	   apoAI	   y	   apoB	  
que	   podrían	   facilitar	   tanto	   su	   ensamblaje	  
como	  su	  entrada	  en	   la	   célula	   (Popescu	  y	   col.,	  
2014;	  Catanese	  y	  col.,	  2013).	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En	   el	   suero	   de	   pacientes,	   HCV	   se	  
encuentra	   como	   una	   población	   heterogénea	  
de	   partículas	   virales	   con	   densidades	  
comprendidas	  entre	  1.03	  y	  1.25	  g/ml	  (Andre	  y	  
col.,	   2002;	   Hijikata,	   Shimizu,	   y	   col.,	   1993;	  
Kanto	   y	   col.,	   1995;	   Lindenbach	   y	   col.,	   2005;	  
Miyamoto	   y	   col.,	   1992;	   Nielsen	   y	   col.,	   2006;	  
Pumeechockchai	   y	   col.,	   2002;	   Thomssen,	  
Bonk,	   y	   Thiele	   1993;	   Trestard	   y	   col.,	   1998;	  
Watson	   y	   col.,	   1996;	   Thomssen	   y	   col.,	   1992;	  
Zhong	   y	   col.,	   2005).	   En	   este	   rango,	   se	   ha	  
detectado	   RNA	   viral	   asociado	   a	   diferentes	  
tipos	   de	   partículas	   que	   incluyen	  
nucleocápsidas	   sin	   envuelta,	   estructuras	  
similares	  a	  exosomas	  (vesículas	  que	  contienen	  
RNA	  viral,	   proteínas	  de	   la	   envuelta	   y	  CD81)	   y	  
lipoviropartículas	   (LVP),	   siendo	   esta	   última	  
fracción	  la	  más	  representada	  (Catanese	  y	  col.,	  
2013;	   Gastaminza	   y	   col.,	   2010;	   Merz	   y	   col.,	  
2011;	  Masciopinto	  y	  col.,	  2004).	  La	  asociación	  
de	  HCV	  con	  lipoproteínas	  de	  baja	  (LDL)	  y	  muy	  
baja	   densidad	   (VLDL)	   explica	   la	   existencia	   de	  
LVP	   (Bartenschlager	   y	   col.,	   2011)	   así	   como	   la	  
baja	   densidad	   de	   flotación	   (<1.10	   g/ml)	   que	  
exhibe	   la	   fracción	   de	   viriones	   con	   mayor	  
infectividad,	   tanto	   en	   chimpancé	   como	   en	  
cultivo	   celular	   (Lindenbach	   2013).	   Las	  
fracciones	   con	   mayor	   densidad,	   por	   el	  
contrario,	  son	  las	  menos	  infecciosas	  y	  parecen	  
estar	  formando	  inmunocomplejos	  (Catanese	  y	  
col.,	  2013;	  Gastaminza	  y	  col.,	  2010).	  	  
	  
	  
I3.3.-­‐	  Ciclo	  de	  vida	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  y	  
herramientas	  empleadas	  en	  su	  estudio	  	  
	  
El	  ciclo	  vital	  de	  HCV	  es	  citoplasmático	  
y	   depende	   tanto	   de	   diversas	   membranas	  
celulares	   como	   de	   las	   principales	   vías	   de	  
síntesis	   de	   lípidos.	   Prácticamente	   cualquier	  
aspecto	  del	  ciclo	  de	  vida	  de	  HCV	  está	  asociado	  
al	  metabolismo	  lipídico	  de	  la	  célula	  (Popescu	  y	  
col.,	   2014;	   Paul,	   Madan,	   y	   Bartenschlager	  
2014).	  
	  
	  
I3.3.1.-­‐	   La	   entrada	   de	   HCV	   depende	   del	  
reconocimiento	   de	   proteínas	   virales	   y	   las	  
apolipoproteínas	   celulares	   y	   colesterol	  
asociados	  al	  virión	  
	  
La	  entrada	  de	  HCV	  en	  el	  hepatocito	  es	  
un	   proceso	   complejo	   que	   requiere	   de	   la	  
interacción	   coordinada,	   tanto	   espacial	   como	  
temporalmente,	  con	  diferentes	   receptores	  de	  
la	   superficie	   celular	   que	   median	   en	   el	  
reconocimiento	  de	  las	  proteínas	  virales	  (E1E2)	  
y	   las	   apolipoproteínas	   (apoE	   y	   apoB,	  
mayoritariamente)	   y	   ésteres	   de	   colesterol	  
asociados	   al	   virión	   (Ploss	   y	   Evans	   2012;	  
Lindenbach	  y	  Rice	  2013;	  Popescu	  y	  col.,	  2014).	  
El	   reconocimiento	   de	   estos	   factores,	   tanto	  
celulares	   como	  virales,	   determina	  en	  parte	  el	  
tropismo	  hepatocelular	  de	  HCV	  (Lindenbach	  y	  
Rice	  2013;	  Ding,	  von	  Schaewen,	  y	  Ploss	  2014).	  
La	   unión	   inicial	   de	   HCV	   a	   la	   célula	  
hospedadora	   tiene	   lugar	   mediante	  
interacciones	   de	   baja	   afinidad	   con	  
glicosaminoglicanos	   (GAGs)	   y	   el	   receptor	   de	  
lipoproteínas	   de	   baja	   densidad	   (LDLR)	  
(Lindenbach	   y	   Rice	   2013)	   (Figura	   I2A-­‐1).	  
Además,	   el	   virion	   se	   úne,	   al	   menos,	   a	   otros	  
cinco	  receptores	  esenciales	  para	  su	  entrada:	  la	  
tetraspanina	   CD81,	   el	   receptor	   scavenger	  
clase	   B	   tipo	   I	   (SR-­‐BI),	   las	   uniones	   estrechas	  
Claudina	   1	   (CLDN1)	   y	   Ocludina	   (OCLN)	   y	   el	  
receptor	   de	   colesterol	   NPC1L1	   (Lindenbach	   y	  
Rice	   2013)	   (Figura	   I2A-­‐2).	   Las	   lipoproteínas	  
asociadas	  al	   virión	   se	  únen	  a	   la	   superficie	  del	  
hepatocito	   a	   través	   de	   su	   interacción	   con	  
GAGs	  y	  los	  receptores	  LDLR	  y	  SR-­‐BI	  (Agnello	  y	  
col.,	   1999;	   Germi	   y	   col.,	   2002;	  Monazahian	   y	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col.,	  1999;	  Albecka	  y	  col.,	  2012;	  Dao	  Thi	  y	  col.,	  
2012)	   (Figura	   I2A-­‐1).	   La	  contribución	  de	  SR-­‐BI	  
a	   la	   entrada	   viral	   es	  múltiple	   ya	   que	   además	  
de	   su	   unión	   a	   las	   lipoproteínas	   del	   virión,	  
interacciona	   con	   la	   región	   HVR-­‐I	   de	   E2	  
permitiendo	  su	  reconocimiento	  por	  CD81	  y,	  a	  
través	  de	  su	  actividad	  para	  la	  transferencia	  de	  
lípidos,	   se	   cree	   que	   media	   en	   un	   evento	  
necesario	  para	  la	  entrada	  productiva	  del	  virus	  
(Dao	   Thi	   y	   col.,	   2012;	   Zahid	   y	   col.,	   2013)	  
(Figura	   I2A-­‐1	   y	   2).	   A	   continuación,	   CD81	   se	  
úne	   directamente	   a	   la	   glicoproteína	   E2	  
(Bankwitz	   y	   col.,	   2010)	   permitiendo	   el	  
desplazamiento	   de	   la	   partícula	   viral	   hacia	   la	  
cara	  basolateral	  del	  hepatocito	  y	  facilitando	  su	  
interacción	   con	   CLDN1	   (Lindenbach	   y	   Rice	  
2013)	  (Figura	  I2A-­‐2).	  La	  interacción	  HCV-­‐CD81	  
con	  CLDN1	  induce	  la	  endocitosis	  mediada	  por	  
clatrina	   para	   la	   internalización	   del	   virión	  
(Farquhar	   y	   col.,	   2012;	   Harris	   y	   col.,	   2010;	  
Evans	   y	   col.,	   2007)	   (Figura	   I2A-­‐3).	   No	   está	  
claro	  que	  OCLN	  interaccione	  directamente	  con	  
la	  partícula	  viral,	  pero	  se	  cree	  que	  participaría	  
en	   un	   evento	   posterior	   a	   la	   unión	   inicial	   del	  
virión	   (Ploss	   y	   col.,	   2009;	   Sourisseau	   y	   col.,	  
2013).	   El	   receptor	  NPC1L1	   que	   aparece	   en	   la	  
superficie	   apical	   y	   canalicular	   de	   los	  
hepatocitos	   donde	   participa	   en	   la	   absorción	  
de	   colesterol	   puede	   ser,	   además,	   fácilmente	  
internalizado	   en	   el	   compartimento	  
endosomal.	   Aunque	   no	   se	   conoce	   su	  
mecanismo	  exacto,	  se	  cree	  que	   la	  entrada	  de	  
HCV	  a	  través	  de	  este	  receptor	  estaría	  acoplada	  
a	   la	  absorción	  de	  colesterol	   (Jia,	  Betters,	  y	  Yu	  
2011;	  Sainz	  y	  col.,	  2012)(Figura	  I2A-­‐2).	  
Se	  ha	  visto	  que	   la	   transmisión	  directa	  
célula	   a	   célula	   a	   través	   de	   uniones	   estrechas	  
sin	   liberación	   de	   partículas	   al	   medio	  
extracelular	  es	  importante	  en	  el	  ciclo	  infectivo	  
de	   HCV	   pudiendo	   ser	   ésta	   una	   estrategia	   del	  
virus	   para	   evitar	   su	   neutralización	   por	  
anticuerpos	   circulantes	   (Timpe	   y	   col.,	   2008).	  
Tras	   la	   endocitosis	   mediada	   por	   clatrina	  
(Figura	  I2A-­‐3),	  los	  complejos	  formados	  por	  los	  
distintos	  receptores	  que	  median	  en	  la	  entrada	  
de	   HCV	   son	   transportados	   hacia	  
compartimentos	   endosomales	   (Farquhar	   y	  
col.,	   2012;	   Coller	   y	   col.,	   2009),	   desde	   donde	  
pueden	   ser	   reciclados	   o	   transportados	   a	  
lisosomas	  para	  su	  completa	  degradación	  (Hsu,	  
Bai,	  y	  Li	  2012).	  La	  interacción	  de	  E2	  con	  CD81	  
podría	   preparar	   a	   las	   glicoproteínas	   para	  
responder	   al	   bajo	   pH	   que	   hay	   en	   los	  
compartimentos	  endosomales	  y	  mediar	  así	  en	  
la	   fusión	   de	   las	   membranas	   plasmática	   y	  
endosomal	   (Sharma	   y	   col.,	   2011)	   (Figura	   I2A-­‐
4).	   Como	   resultado	   del	   proceso	   de	   fusión,	   el	  
genoma	   viral	   queda	   libre	   en	   el	   citosol	   desde	  
donde	  puede	  ser	  directamente	  traducido	  para	  
generar	   las	  proteínas	  virales	  o	  reclutado	  a	   los	  
complejos	   de	   replicación	   (Niepmann	   2013)	  
(Figura	  I2A-­‐4).	  
La	   identificación	   y	   caracterización	   de	  
estos	   receptores,	   el	   análisis	   de	   la	  
funcionalidad	  de	  las	  secuencias	  de	  E1	  y	  E2	  que	  
median	  en	  su	  reconocimiento,	  el	  estudio	  de	  la	  
neutralización	   de	   HCV	   por	   anticuerpos	  
circulantes	   o	   el	   diseño	   de	   algunos	   fármacos	  
(HTAs)	  que	  se	  estudian	  en	  clínica	  para	  terapia	  
antiviral	  no	  fue	  posible	  hasta	  el	  desarrollo	  del	  
sistema	   de	   infección	   basado	   en	   partículas	  
retrovirales	   pseudotipadas	   de	   HCV	   (HCVPP)	  
(sección	  M5.1)	  en	  2003	  (Bartosch	  y	  Dubuisson	  
2010).	  
	  
	  
I3.3.2.-­‐	   La	   traducción	   del	   genoma	   viral	  
depende	  de	  la	  autofagia	  y	  del	  miRNA-­‐122	  
	  
El	   RNA	   viral	   liberado	   en	   el	   citosol	   es	  
traducido	   en	   la	   membrana	   del	   RE	   en	   un	  
proceso	   que	   depende	   del	   elemento	   IRES,	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presente	  en	  el	  extremo	  5´-­‐UTR	  del	  genoma,	  y	  
que	   da	   lugar	   a	   la	   poliproteína	   viral	  
(Moradpour,	   Penin,	   y	   Rice	   2007;	   Lohmann	  
2013).	   La	   unión	   del	   miRNA-­‐122	   a	   dos	   sitios	  
diana	  en	  la	  región	  5´-­‐UTR	  del	  genoma	  de	  HCV	  
estimula	   su	   asociación	   a	   la	   subunidad	  
pequeña	   del	   ribosoma	   y	   promueve	   su	  
traducción	  (Henke	  y	  col.,	  2008;	   Jopling	  2008).	  
Asímismo,	   la	   maquinaria	   implicada	   en	   el	  
proceso	  de	  autofagia	  parece	  necesaria	  para	  el	  
transporte	   del	   RNA	   viral	   entrante	   hacia	   el	  
complejo	   de	   traducción	   y/o	   para	   su	   eficiente	  
traducción	   (Dreux	   y	   col.,	   2009).	   Además,	   se	  
cree	   que	   membranas	   derivadas	   de	  
autofagosomas	   podrían	   servir	   como	  
plataforma	   para	   el	   ensamblaje	   del	   complejo	  
de	  traducción	  (Dreux	  y	  col.,	  2009).	  	  
La	   poliproteína	   resultante	   es	  
procesada	   co	   y	   post-­‐traduccionalmente	   para	  
dar	   lugar	   a	   las	   proteínas	   estructurales	   y	   no	  
estructurales	   del	   virus.	   La	   región	   N-­‐terminal	  
de	  la	  poliproteína	  es	  procesada	  por	  proteasas	  
celulares	   para	   liberar	   las	   proteínas	  
estructurales	   (core,	  E1	  y	  E2)	  y	   la	  proteína	  p7.	  
El	   resto	   de	   la	   poliproteína	   es	   procesado	   por	  
proteasas	   virales:	   la	   autoproteasa	   NS2-­‐NS3,	  
que	   rompe	   la	   unión	   NS2-­‐NS3,	   y	   la	   serín-­‐
proteasa	   NS3-­‐4A	   que	   libera	   las	   proteínas	   del	  
complejo	  de	   replicación	  del	  virus	   (NS3,	  NS4A,	  
NS4B,	   NS5A	   y	   NS5B)	   (Moradpour,	   Penin,	   y	  
Rice	  2007;	  Lohmann	  2013).	  
	  
	  
I3.3.3.-­‐	   La	   replicación	   del	   RNA	   viral	   tiene	  
lugar	   en	   compartimentos	   membranosos	   y	  
depende	   de	   las	   principales	   rutas	   de	  
biosíntesis	  de	  lípidos	  
	  
La	   replicación	   del	   RNA	   viral	   es	   un	  
proceso	   complejo	   que	   requiere	   de	   la	   acción	  
coordinada	  entre	  proteínas	  virales	  y	  celulares	  
(Lohmann	   2013).	   Ésta	   consiste	   en	   la	   síntesis	  
de	   una	   población	   abundante	   de	   moléculas	  
RNA	   de	   polaridad	   positiva	   a	   partir	   de	   un	  
intermediario	   RNA	  de	  polaridad	  negativa.	   Las	  
moléculas	  de	  RNA	   recién	   sintetizadas	  quedan	  
en	  el	  citoplasma	  de	  la	  célula	  a	  disposición	  del	  
proceso	   de	   traducción	   o	   para	   su	   posterior	  
incorporación	   en	   nuevas	   partículas	   virales	  
(Lohmann	  2013).	   La	   síntesis	  de	  RNA	  depende	  
de	  la	  actividad	  RdRp	  de	  la	  proteína	  NS5B	  pero	  
se	  trata	  de	  un	  proceso	  concertado	  con	  el	  resto	  
de	  proteínas	  no	  estructurales	  del	  virus,	  desde	  
NS3	  a	  NS5B,	  que	  conforman	  la	  replicasa	  viral	  y	  
con	   múltiples	   factores	   celulares,	   como	   la	  
ciclofilina	   A	   o	   el	   miRNA-­‐122	   (Lohmann	   2013;	  
Scheel	  y	  Rice	  2013;	  Jopling	  2008).	  	  
De	  manera	  análoga	  a	  otros	   virus	  RNA	  
de	  polaridad	  positiva,	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
remodela	   el	   sistema	   de	   membranas	  
intracelular	   para	   formar	   también	   llamadas	  
factorías	   virales	   de	   replicación	   (FVR),	   que	  
permiten	   incrementar	   la	   concentración	   local	  
de	   los	   factores	   virales	   y	   celulares	   requeridos	  
para	   la	   replicación	   eficiente	   del	   RNA,	  
coordinar	   espacialmente	   diferentes	   pasos	   del	  
ciclo	   replicativo	   del	   virus	   (traducción,	  
replicación	  y	  ensamblaje	  del	  virión)	  y	  proteger	  
las	   proteínas	   virales	   y	   el	   RNA	   de	   HCV	   de	   la	  
acción	   de	   diferentes	   proteasas	   celulares	   y	  
mecanismos	  de	  defensa	  antiviral	  (Moradpour,	  
Penin,	   y	   Rice	   2007;	   Paul,	   Madan,	   y	  
Bartenschlager	  2014)	  (Figura	  I2B).	  Estudios	  de	  
microscopía	  electrónica	  revelan	  que	  estas	  FVR	  
son,	   estructuralmente,	   vesículas	   de	   doble	  
membrana	   (DMVs)	   que	   derivan	  
mayoritariamente	   del	   RE	   aunque	   también	  
están	   asociadas	   a	   LDs	   (Romero-­‐Brey	   y	   col.,	  
2012)	  y	  que	  se	  encuentran	  embebidas	  en	  una	  
matriz	   membranosa	   (membranous	   web)	   con	  
características	   de	   lipid	   rafts	   por	   su	   alto	  
contenido	   en	   esfingomielina	   y	   colesterol	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(Romero-­‐Brey	  y	  col.,	  2012;	  Herker	  y	  Ott	  2011;	  
Aizaki	  y	  col.,	  2004).	  	  
Todas	   las	   proteínas	   de	   la	   replicasa	  
viral	   (desde	  NS3	   a	  NS5B)	   son	  necesarias	   para	  
la	  formación	  de	  las	  DMVs,	  siendo	  NS4B	  y	  NS5A	  
los	   actores	   principales	   (Paul,	   Madan,	   y	  
Bartenschlager	   2014;	   Romero-­‐Brey	   y	   col.,	  
2012).	   No	   obstante,	   se	   requiere	   de	   la	   acción	  
concertada	   con	   algunas	   proteínas	   celulares	  
como	   la	   CypA	   que	   interacciona	   directamente	  
con	  NS5A	  (Madan	  y	  col.,	  2014)	  o	  la	  proteína	  2	  
de	   interacción	   con	   prolina-­‐serina-­‐treonina	  
fosfatasas	   (PSTPIP2)	   que,	   a	   través	   de	   su	  
interacción	  con	  NS4B	  y	  NS5A,	  es	  reclutada	  en	  
las	   DMVs	   para	   modular	   la	   curvatura	   de	   sus	  
membranas	  (Chao	  y	  col.,	  2012).	  
Además	  de	  remodelar	   las	  membranas	  
intracelulares	   existentes,	   HCV	   induce	   la	  
lipogénesis	  de	  novo	  y	   la	  biogénesis	  de	  nuevas	  
membranas	   a	   través	   de	   la	   activación	  
transcripcional	   de	   las	   proteínas	   de	   unión	   al	  
elemento	   de	   respuesta	   a	   esteroles	   (SREBPs)	  
(Waris	   y	   col.,	   2007),	   siendo	   éste	   un	   proceso	  
mediado,	   principalmente,	   por	   las	   proteínas	  
NS4B	   y	   core	   (Park	   y	   col.,	   2009;	   Waris	   y	   col.,	  
2007).	  Ello	  provoca	  importantes	  cambios	  en	  el	  
perfil	   lipidómico	   de	   las	   células	   infectadas	   por	  
HCV	  (Diamond	  y	  col.,	  2010)	  ya	  que	  conduce	  a	  
aumento	  en	  la	  expresión	  de	  genes	   implicados	  
en	  la	  biosíntesis	  de	  colesterol	  y	  ácidos	  grasos;	  
tal	   es	   el	   caso	   del	   gen	   que	   codifica	   la	   enzima	  
sintasa	   de	   ácidos	   grasos	   (FASN)	   que	  
interacciona	   con	   NS5B	   estimulando	   su	  
actividad	   RdRp	   y	   favoreciendo	   así	   la	  
replicación	   viral	   (Huang	   y	   col.,	   2013).	   La	  
represión	   del	   factor	   de	   transcripción	   PPARα	  
(receptor	   alfa	   activado	   por	   proliferadores	   de	  
peroxisomas),	   mediada	   por	   la	   proteína	   core,	  
disminuye	   la	   expresión	   de	   genes	   implicados	  
en	  la	  degradación	  y	  oxidación	  de	  ácidos	  grasos	  
contribuyendo	   a	   un	   aumento	   en	   su	  
disponibilidad	   por	   la	   célula	   para	   la	   síntesis	  
defosfolípidos	   y	   triglicéridos	   (TAG)	   (Alvisi,	  
Madan,	   y	   Bartenschlager	   2011;	   Blackham	   y	  
col.,	   2010;	   Woodhouse	   y	   col.,	   2010;	   de	  
Gottardi	  y	  col.,	  2006).	  
Otro	   aspecto	   determinante	   en	   la	  
formación	   y	   dinámica	   de	   las	  DMVs	   tiene	   que	  
ver	  con	   la	  composición	  de	   lípidos	   local.	  Existe	  
una	   enorme	   interdependencia	   entre	   la	  
replicación	   de	   HCV	   y	   la	   actividad	   de	   la	  
fosfatidilinositol-­‐4-­‐quinasa	   IIIα	   (PI4K-­‐IIIα)	   y	   su	  
sustrato,	   el	   fosfatidil	   inositol-­‐4-­‐fosfato	   (PI4P).	  
La	   PI4K-­‐IIIα	   a	   través	   de	   su	   interacción,	  
presumiblemente,	   con	   las	   proteínas	   NS5A	   y	  
NS5B	  es	  reclutada	  en	  las	  DMVs	  para	  aumentar	  
los	   niveles	   intracelulares	   de	   PI4P	   lo	   que	  
provoca	   cambios	   en	   el	   contenido	   lipídico	   de	  
las	   membranas	   de	   las	   DMVs	   y	   modula	   su	  
funcionalidad	  (Alvisi,	  Madan,	  y	  Bartenschlager	  
2011;	   Berger	   y	   col.,	   2011;	   Reiss	   y	   col.,	   2011;	  
Bianco	  y	  col.,	  2012)	  (Figura	  I2B-­‐1).	  Además,	  la	  
presencia	   de	   PI4P	   en	   estas	   DMVs	   permite	   el	  
reclutamiento	   de	   proteínas	   celulares	  
necesarias	  en	  el	  ensamblaje	  de	  las	  FVRs	  y	  en	  la	  
replicación	   del	   RNA	   viral.	   Una	   de	   estas	  
proteínas	  es	  la	  Anexina	  AII,	  también	  implicada	  
en	   el	   ensamblaje	   del	   virión	   (Backes	   y	   col.,	  
2010),	   o	   la	   proteína	   de	   unión	   a	   oxisterol	  
(OSBP)	   que	   permite	   el	   transporte	   de	  
colesterol	   hacia	   las	   membranas	   de	   las	   DMVs	  
para	   participar	   en	   su	   biogénesis,	   aunque	  
también	   está	   implicada	   en	   la	   síntesis	   de	  
esfingomielina,	  autofagia	  y	  en	  la	  biogénesis	  de	  
LDs	   (Alvisi,	   Madan,	   y	   Bartenschlager	   2011;	  
Wang	  y	  col.,	  2014).	  El	  transporte	  de	  colesterol,	  
mediado	   por	   OSBP,	   es	   estimulado	   por	   las	  
proteínas	  VAPA	  y	  VAPB	  (proteínas	  asociadas	  a	  
VAMP),	  necesarias	  para	  la	  replicación	  del	  RNA	  
viral	   y	   reclutadas	   al	   complejo	   de	   la	   replicasa	  
viral	  a	  través	  de	  su	  interacción	  con	  NS5A	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(Evans,	   Rice,	   y	   Goff	   2004;	   Gao	   y	   col.,	   2004;	  
Wang	  y	  col.,	  2014)	  (Figura	  I2B-­‐2).	  	  
Como	   vemos,	   la	   replicación	   de	   HCV	  
depende	   del	   metabolismo	   de	   colesterol	   y	  
ácidos	   grasos	   de	   la	   célula.	   Pero	   además	   se	  
cree	   que	   HCV	   podría	   explotar	   el	   mecanismo	  
de	  autofagia	  de	  la	  célula	  para	  la	  formación	  de	  	  
	  
	  
sus	   FRVs.	   La	   infección	   por	   HCV	   induce	   la	  
lipidación	  del	  factor	  LC3	  (cadena	  ligera	  3	  de	  la	  
proteína	   1	   	   asociada	   a	   microtúbulos)	  
implicado	   en	   la	   formación	   de	   autofagosomas	  
(Dreux	  y	  col.,	  2009)	  y	  se	  ha	  visto	  que	  la	  forma	  
LC3	  lipidada	  se	  asocia	  a	  membranas	  en	  las	  que	  
también	   están	   presentes	   proteínas	   del	   virus	  
	  
	  
Figura	  I2.	  Ilustración	  de	  los	  principales	  aspectos	  del	  ciclo	  replicativo	  de	  HCV	  asociados	  al	  metabolismo	  de	  
lípidos	   celular.	  (A)	  Entrada	  del	  virus	  a	  la	  célula	  hospedadora.	  (B)	  Estructura	  y	  biogénesis	  de	  los	  complejos	  
de	  replicación	  virales.	  (C)	  Ensamblaje	  de	  viriones.	  Ver	  detalles	  en	  el	  texto.	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(Ferraris,	   Blanchard,	   y	   Roingeard	   2010).	   No	  
obstante,	   existe	   controversia	   acerca	   de	   su	  
implicación	   en	   el	   proceso	   de	   replicación.	  Hay	  
autores	   que	   sugieren	   que	   los	   autofagosomas	  
podrían	   servir	   como	   plataforma	   para	   la	  
síntesis	  de	  RNA	  (Sir	  y	  col.,	  2012)	  mientras	  que	  
Romero-­‐Brey	   y	   colaboradores	   no	   observan	  
marcadores	  de	  estas	  estructuras	  en	   las	  DMVs	  
(Romero-­‐Brey	   y	   col.,	   2012);	   otros,	   sin	  
embargo,	   proponen	   que	   la	   autofagia	  
estimularía	   la	   replicación	   viral	   al	   	   suprimir	   la	  
respuesta	  inmune	  innata	  del	  hospedador	  (Ke	  y	  
Chen	  2011).	  
El	   estudio	   de	   los	   mecanismos	  
moleculares	   que	   subyacen	   a	   los	   procesos	   de	  
traducción	   y	   replicación	   del	   genoma	   viral	   no	  
fue	   posible	   hasta	   el	   desarrollo,	   en	   1999,	   del	  
sistema	   del	   replicón	   basado	   en	   el	   empleo	   de	  
mini-­‐genomas	   con	   capacidad	  para	   replicar	  de	  
manera	  autónoma	  por	  contener	  los	  elementos	  
necesarios	  para	   ello	   (sección	  M3).	   Su	  empleo	  
ha	  permitido	  la	  identificación	  y	  caracterización	  
de	   los	   inhibidores	   (DAAs)	   que	   se	   emplean	  
actualmente	   en	   la	   terapia	   anti-­‐HCV	  
(Bartenschlager,	  Lohmann,	  y	  Penin	  2013).	  	  
	  
	  
I3.3.4.-­‐	  Los	  viriones	  infecciosos	  se	  ensamblan	  
en	   la	   interfaz	   del	   RE	   en	   un	   proceso	   que	  
depende	  de	  gotas	  lipídicas	  (LDs)	  y	  elementos	  
de	  la	  biosíntesis	  de	  lipoproteínas	  hepáticas	  
	  
Las	   partículas	   de	   HCV	   nacientes	   se	  
forman	   mediante	   un	   proceso	   de	   gemación	  
que	   tiene	   lugar	   en	   la	   interfaz	   del	   RE	   y	   que	  
implica	   la	   acción	   coordinada,	   tanto	   espacial	  
como	  temporalmente	  de,	  virtualmente,	   todas	  
las	   proteínas	   del	   virus	   (Lindenbach	   y	   Rice	  
2013;	   Paul,	   Madan,	   y	   Bartenschlager	   2014)	  
(Figura	   I2C).	   Inmediatamente	   después	   de	   su	  
traducción,	   la	  proteína	   core	   se	  acumula	  en	   la	  
superficie	   de	   gotas	   lipídicas	   presentes	   en	   el	  
citosol	   (cLDs)	   (Miyanari	   y	   col.,	   2007;	   Barba	   y	  
col.,	  1997;	  Boulant	  y	   col.,	  2005;	  Moradpour	  y	  
col.,	   1996),	   en	   un	   proceso	   que	   depende	   de	  
enzimas	   celulares	   implicadas	   en	   la	  
homeostasis	  de	  LDs,	  principales	  reservorios	  de	  
lípidos	   neutros	   de	   la	   célula	   (Miyanari	   y	   col.,	  
2007),	   como	   son	   la	   fosfolipasa	   A2	   (PLA2)	  
(Menzel	   y	   col.,	   2012)	   y	   la	   diacilglicerol	  
aciltransferasa	  1	  (DGAT1)	  (Herker	  y	  col.,	  2010)	  
(Figura	   I2C-­‐1).	   Tras	   la	   replicación	   del	   RNA,	   la	  
proteína	   NS5A	   es	   hiperfosforilada	   por	   la	  
caseín-­‐quinasa	   II	   alfa	   (CKIIα)	   (Tellinghuisen,	  
Foss,	   y	   Treadaway	   2008)	   para	   su	  
reclutamiento	   hacia	   los	   cLDs	   (Masaki	   y	   col.,	  
2014).	   DGAT1	   también	   participa	   en	   dicho	  
reclutamiento	  permitiendo,	   así,	   la	   interacción	  
core-­‐NS5A	  (Camus	  y	  col.,	  2013).	  Se	  cree	  que	  la	  
translocación	   de	   NS5A	   junto	   con	   el	   resto	   de	  
componentes	   de	   la	   replicasa	   viral	   a	   los	   cLDs	  
representa	   la	   transición	   entre	   el	   proceso	   de	  
replicación	   per	   se	   y	   el	   ensamblaje	   de	   la	  
partícula	  viral	  (Lindenbach	  y	  Rice	  2013).	  Así,	  la	  
interacción	   core-­‐NS5A	   permitiría	   la	  
transferencia	  del	  RNA	  recién	  sintetizado	  desde	  
la	   replicasa	   viral	   a	   las	   proximidades	   de	   core	  
(Miyanari	   y	   col.,	   2007;	   Appel	   y	   col.,	   2008;	  
Masaki	   y	   col.,	   2008)	  para	  el	   ensamblaje	  de	   la	  
nucleocápsida	   del	   virus	   (Lohmann	   2013)	  
(Figura	  I2C-­‐1).	  	  
Se	   asume	   que	   la	   formación	   de	   la	  
nucleocápsida	  y	  el	  proceso	  de	  gemación	  de	  la	  
partícula	   viral	   están,	   temporal	   y	  
espacialmente,	   acoplados	   (Lindenbach	   y	   Rice	  
2013).	  En	  este	  sentido,	  las	  proteínas	  p7	  y	  NS2	  
presentan	   un	   papel	   esencial	   (Jirasko	   y	   col.,	  
2010;	   Popescu	   y	   col.,	   2011)	   ya	   que,	   por	   un	  
lado,	   interaccionan	   con	   las	   glicoproteínas	  
E1E2	  para	   su	   translocación	  a	   la	   región	  del	  RE	  
en	   que	   tendrá	   lugar	   el	   ensamblaje	   del	   virión	  
(Phan	   y	   col.,	   2009;	   Lindenbach	   2013)	   y,	   por	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otro,	  con	  NS3-­‐4A.	  A	   través	  del	  complejo	  NS3-­‐
4A,	   la	   proteína	   core	   que	   está	   formando	   la	  
nucleocápsida	   se	   transloca	   a	   la	   región	   del	   RE	  
en	   que	   se	   encuentran	   embebidas	   las	  
glicoproteínas	   E1E2	   (Boson	   y	   col.,	   2011;	  
Counihan,	   Rawlinson,	   y	   Lindenbach	   2011)	  
para,	   mediante	   gemación	   a	   través	   de	   la	  
membrana	  del	  RE,	  formar	  la	  envuelta	  del	  virus	  
(Popescu	   y	   col.,	   2014;	   Lindenbach	   2013).	  
Aunque	  no	  se	  conoce	  el	  mecanismo	  exacto,	  se	  
ha	  visto	  que	  NS4B	  y	  NS5B	  también	  participan	  
en	  el	  ensamblaje	  del	  virión	  (Jones	  y	  col.,	  2009;	  
Gouklani	  y	  col.,	  2012;	  Paul	  y	  col.,	  2011)	  (Figura	  
	  I2C-­‐2).	  
La	  producción	  de	  partículas	  de	  HCV	  se	  
encuentra	   intímamente	   asociada	   al	  
metabolismo	   de	   lipoproteínas	   celular	   y	  
depende	   de	   la	   actividad	   de	   enzimas	   como	   la	  
proteína	   transportadora	   de	   triglicéridos	  
microsomales	   (MTP)	   (Figura	   I2C-­‐3).	   Esta	  
proteína	   participa	   en	   la	   formación	   de	   VLDL	   a	  
través	   de	   la	   incorporación	   de	   TAG	   hacia	   los	  
LDs	   presentes	   en	   el	   lumen	   del	   RE	   y	   la	  
lipidación	  de	  la	  apolipoproteína	  apoB.	  Aunque	  
existe	   controversia	   acerca	   del	   grado	   de	  
incorporación	   de	   apoB	   al	   virión	  
(Bartenschlager	   y	   col.,	   2011)	   y	   de	   su	  
contribución	   a	   la	   infectividad	   del	   mismo	  
(Gastaminza	   y	   col.,	   2008;	   Jiang	   y	   Luo	   2009),	  
numerosas	  evidencias	  apuntan	  hacia	  un	  papel	  
crucial	  para	  apoC1	  y,	  especialmente,	  apoE	  en	  
el	   ensamblaje	   de	   HCV	   (Paul,	   Madan,	   y	  
Bartenschlager	   2014).	   De	   hecho,	   se	   ha	   visto	  
que	  apoE	  interacciona	  directamente	  con	  NS5A	  
y	  las	  glicoproteínas	  de	  la	  envuelta	  (Jiang	  y	  Luo	  
2009;	   Boyer	   y	   col.,	   2014;	   Lee	   y	   col.,	   2014)	   y	  
datos	   funcionales	   sugieren	   un	   posible	   papel	  
de	   apoE	   en	   un	   evento	   posterior	   a	   la	  
adquisición	   de	   la	   envuelta	   viral	   durante	   el	  
ensamblaje	   del	   virión	   (Hueging	   y	   col.,	   2014;	  
Lee	  y	  col.,	  2014)	  (Figura	  I2C-­‐3).	  Los	  viriones	  de	  
HCV	  maduran	  a	  través	  de	  la	  ruta	  secretora	  en	  
asociación	  con	  apoE	  pero	  no	  con	  apoB	  (Coller	  
y	   col.,	   2012)	   sugiriendo	   que,	   muy	  
posiblemente,	  el	  ensamblaje	  de	  HCV	  depende	  
de	  LDs	  asociados	  a	  la	  fracción	  microsomal	  que	  
contienen	  apoE	  más	  que	  de	   la	  producción	  de	  
partículas	   de	   VLDL,	   como	   tal	   (Paul,	  Madan,	   y	  
Bartenschlager	   2014).	   Recientemente	   se	   ha	  
demostrado	   que,	   tras	   el	   ensamblaje	   de	   la	  
partícula	   viral,	   las	   vías	   de	   secreción	   de	  
apolipoproteínas	  y	  viriones	  divergen	  en	  algún	  
punto	   de	   la	   ruta	   exocítica	   (Benedicto	   y	   col.,	  
2015).	   	   	   	   	  
Se	   cree	   que	   los	   viriones	   de	   HCV	   son	  
transportados	   por	   la	   vía	   secretora	  
convencional	  hacia	  el	  aparato	  de	  Golgi,	  donde	  
las	   glicoproteínas	   E1E2	   sufren	   una	   serie	   de	  
modificaciones	   que	   contribuyen	   a	   la	  
maduración	   de	   la	   partícula	   viral	   y	   la	   hacen	  
resistente	   al	   pH	   bajo	   que	   media	   en	   los	  
procesos	   de	   fusión	   durante	   su	   entrada	   en	   la	  
célula	   hospedadora	   (Vieyres,	   Dubuisson,	   y	  
Pietschmann	   2014;	   Tscherne	   y	   col.,	   2006).	  
Además	  de	   su	  participación	   en	   el	   ensamblaje	  
del	   virión,	   la	   proteína	   p7	   contribuye	   a	  
equilibrar	   el	   gradiente	   de	   pH	   a	   lo	   largo	   de	   la	  
vía	   secretora	   estabilizando	   la	   partícula	   viral	  
durante	  su	  maduración	  y	  salida	  (Clarke	  y	  col.,	  
2006;	   Griffin	   y	   col.,	   2003;	   Luik	   y	   col.,	   2009;	  
Wozniak	  y	  col.,	  2010;	  OuYang	  y	  col.,	  2013);	  se	  
cree	   que,	   a	   través	   de	   su	   interacción	   con	   p7,	  
NS2	  también	  participaría	  en	  la	  salida	  del	  virión	  
(de	   la	   Fuente,	   Goodman,	   y	   Rice	   2013).	  
Asímismo,	   la	   maquinaria	   de	   transporte	  
microtubular	   y	   el	   compartimento	   de	   reciclaje	  
endocítico	  (CRE)	  de	   la	  célula	  están	   implicados	  
en	   la	   salida	  de	   las	  partículas	  de	  HCV	   (Coller	  y	  
col.,	  2012).	  	  
Conocer	   los	   diferentes	   eventos	   que	  
tienen	   lugar	   durante	   el	   ensamblaje	   y	   la	  
secreción	   de	   progenie	   viral	   ha	   sido	   posible	   a	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través	   del	   establecimiento	   de	   sistemas	   de	  
infección	   persistente	   basados	   en	   clones	  
moleculares	   infecciosos	   (Zhong	   y	   col.,	   2006)	  
(sección	   M2.3.3)	   y	   los	   sistemas	   de	  
encapsidación	   de	   viriones	   infecciosos	   por	  
trans-­‐complementación	  (HCVTCP)	  (Steinmann	  y	  
col.,	  2008)	  (sección	  M4).	  	  
	  
	  
I4.-­‐	   Alteraciones	   del	  metabolismo	   de	   lípidos	  
celular	  asociadas	  a	  la	  infección	  por	  HCV	  	  
	  
La	   fuerte	   intersección	   existente	   entre	  
la	   infección	  por	  HCV	  y	   la	  homeostasis	   lipídica	  
de	   la	   célula	   contribuye	   al	   desarrollo	   de	  
algunas	   de	   las	   patologías	   asociadas	   a	   dicha	  
infección,	   como	   la	   esteatosis	   hepática	   (Syed,	  
Amako,	   y	   Siddiqui	   2010).	   La	   hepatoesteatosis	  
o	   hígado	   graso	   consiste	   en	   la	   acumulación	  
patológica	   de	   lípidos	   neutros	   en	   el	  
parénquima	  hepático	  (Syed,	  Amako,	  y	  Siddiqui	  
2010).	  Se	  asocia	  frecuentemente	  (40%)	  con	  la	  
infección	  por	  HCV,	  aunque	  puede	   tener	  otros	  
orígenes,	  y	  favorece	  la	  progresión	  de	  fibrosis	  y	  
carcinoma	   hepático	   en	   pacientes	   infectados	  
(Ohata	   y	   col.,	   2003;	   Negro	   2006).	   Su	  
prevalencia	  y	  severidad	  es	  mayor	  en	  pacientes	  
infectados	   por	   el	   genotipo	   3,	   aunque	   se	  
presenta	   en	   un	   50%	   de	   las	   infecciones	  
producidas	   por	   otros	   genotipos	   virales	   (Syed,	  
Amako,	  y	  Siddiqui	  2010).	  
	   Se	   ha	   visto	   que	   el	   desarrollo	   de	  
hepatoesteatosis	  parece	  ser	  una	  consecuencia	  
directa	   de	   la	   expresión	   de	   algunas	   proteínas	  
de	   HCV,	   siendo	   la	   proteína	   core	   un	   actor	  
principal	   (Syed,	   Amako,	   y	   Siddiqui	   2010).	  
Ensayos	  in	  vitro	  demostraron	  que	  la	  expresión	  
de	   la	   proteína	   core	   correspondiente	   al	  
genotipo	   3	   de	   HCV	   induce	   la	   aparición	   de	  
esteatosis	  y	  la	  acumulación	  de	  LDs	  en	  la	  célula	  
de	  una	  manera	  más	  acentuada	  que	  la	  proteína	  
core	   de	   otros	   genotipos	   (Abid	   y	   col.,	   2005;	  
Piodi	   y	   col.,	   2008).	   Jhaveri	   y	   colaboradores,	  
analizando	   muestras	   de	   pacientes	   infectados	  
con	  el	   genotipo	  3,	  mostraron	   la	  existencia	  de	  
polimorfismos	   en	   la	   secuencia	   de	   la	   proteína	  
core	   de	   este	   genotipo	   que	   correlacionan	   con	  
la	  aparición	  de	  esteatosis	  (Jhaveri	  y	  col.,	  2008)	  
explicando	   la	   mayor	   prevalencia	   de	   esta	  
patología	   en	   los	   pacientes	   infectados	   con	   el	  
genotipo	  3	  (Negro	  y	  Sanyal	  2009).	  
En	   conjunto,	   la	   expresión	   de	   core	  
parece	   favorecer	   la	   aparición	   de	   esteatosis	  
porque	   promueve	   la	   formación	   de	   LDs	   y	   su	  
acumulación	   en	   el	   parénquima	   hepático	   al	  
inducir	   la	   lipogénesis	   de	   novo,	   favorecer	   la	  
absorción	  de	  ácidos	  grasos	  y	  suprimir	  tanto	  su	  
degradación	   como	   su	   secreción	   desde	   el	  
hepatocito	  (Lerat	  y	  col.,	  2009;	  Negro	  y	  Sanyal	  
2009).	  	  
Core	  se	  localiza	  en	  la	  superficie	  de	  los	  
LDs,	  principal	  reservorio	  de	  TAG	  de	  las	  células	  
animales	  (Harris	  y	  Finck	  2011),	  desde	  donde	  la	  
proteína	  MTP	  los	  recluta	  y	  transfiere	  al	  lumen	  
del	  RE	  para	  el	  ensamblaje	  de	  VLDL.	  Se	  ha	  visto	  
que	  la	  expresión	  de	  core	  inhibe	  la	  actividad	  de	  
la	   proteína	  MTP,	   impidiendo	   los	   procesos	   de	  
ensamblaje	  y	  secreción	  de	  VLDL	  (Perlemuter	  y	  
col.,	   2002).	   Asímismo,	   core	   es	   capaz	   de	  
interferir	   con	   la	   actividad	   mitocondrial	   al	  
promover	   la	  producción	  de	  especies	  reactivas	  
de	   oxígeno	   (ROS)	   que,	   entre	   otros	   procesos,	  
participan	   en	   la	   peroxidación	   de	   lípidos	   y	  
proteínas	   estructurales	   como	   las	   implicadas	  
en	  la	  maquinaria	  de	  secreción	  de	  VLDL	  (Okuda	  
y	  col.,	  2002;	  Wang	  y	  col.,	  2010).	  Al	  bloquearse	  
la	   secreción	   de	   VLDL,	   podría	   aumentar	   la	  
acumulación	   intracelular	   de	   TAG	   y	   reducirse	  
los	   niveles	   séricos	   de	   lipoproteínas	   y	  
colesterol.	   Ello	   no	   sólo	   implica	   una	   mayor	  
disponibilidad	   intracelular	   de	   lípidos	   para	   la	  
formación	  de	  LDs	  y	  el	  desarrollo	  de	  esteatosis	  
	  Introducción	  
	   35	  
sino	   también	   la	   aparición	   de	   otras	   dos	  
patologías	  asociadas	  a	  la	  infección	  crónica	  por	  
HCV,	   como	   son	   la	   hipobetalipoproteinemia	  
(bajos	   niveles	   séricos	   de	   lipoproteínas)	   y	   la	  
hipocolesterolemia	   (bajos	   niveles	   séricos	   de	  
colesterol)	  (Hofer	  y	  col.,	  2002)	  
Tanto	   en	   pacientes	   infectados	   con	  
HCV	  como	  en	  cultivo	  celular,	  se	  ha	  visto	  que	  la	  
expresión	   de	   core	   reduce	   los	   niveles	   de	  
mensajero	   de	   PPARα	   y	   de	   sus	   genes	   diana	  
(Negro	  y	   Sanyal	  2009).	   PPARα	  es	  un	   receptor	  
nuclear	   altamente	   expresado	   en	   hepatocitos	  
que	   regula	   la	   expresión	   de	   genes	   implicados	  
en	   la	   β-­‐oxidación	   de	   ácidos	   grasos	   (Staels	   y	  
col.,	  1998).	  Una	  disminución	  en	  los	  niveles	  de	  
expresión	  de	  PPARα	  reduce	  la	  degradación	  de	  
ácidos	   grasos	   en	   la	   célula	   y	   contribuye	   a	   su	  
acumulación	   en	   el	   parénquima	   hepático	  
(Negro	   y	   Sanyal	   2009).	   Sin	   embargo,	   existe	  
controversia	  acerca	  del	  papel	  de	  PPARα	  en	  el	  
desarrollo	   de	   hepatoesteatosis	   ya	   que	   en	  
ratones	   transgénicos	   se	   ha	   visto	   que	   su	  
activación	   persistente,	   mediada	   también	   por	  
core,	   conduce	   a	   una	   disfunción	   mitocondrial	  
que	   acaba	   bloqueando	   la	   β-­‐oxidación	   de	  
ácidos	   grasos	   y	   favoreciendo	   su	   absorción	  
(Tanaka	   y	   col.,	   2008).	   En	   ambos	   casos,	   el	  
resultado	  es	  el	  mismo	  ya	  que	  hay	  un	  aumento	  
en	   la	   acumulación	   intracelular	   de	   ácidos	  
grasos	   que,	   al	   ser	   transformados	   en	   TAG,	  
conduce	   al	   desarrollo	   de	   esteatosis	   hepática.	  
No	   obstante,	   esta	   controversia	   plantea	   la	  
existencia	   de	   un	   papel	   complejo	   para	   PPARα	  
en	   la	   patogénesis	   asociada	   a	   la	   infección	   por	  
HCV	  (Tanaka	  y	  col.,	  2008).	  
A	   todo	   ello	   debemos	   sumar	   que	   la	  
expresión	   de	   core	   promueve	   la	   síntesis	   de	  
novo	  de	  ácidos	  grasos	  a	  través	  de	  la	  activación	  
del	   factor	   de	   transcripción	   RXRα	   y	   de	   la	  
enzima	   sintasa	   de	   ácidos	   grasos	   (FAS)	  
(Tsutsumi	  y	  col.,	  2002).	  A	  través	  de	  su	  unión	  al	  
receptor	  X	  retinoide	  alfa	  (RxRα),	  core	  es	  capaz	  
de	   activar	   proteolíticamente	   a	   la	   proteína	  
SREBP-­‐1c	   induciendo	   la	   expresión	   de	   genes	  
implicados	   en	   la	   biosíntesis	   de	   colesterol	   y	  
ácidos	  grasos	   (Syed,	  Amako,	  y	  Siddiqui	  2010).	  
De	  hecho,	  se	  ha	  observado	  que,	  en	  hígado	  de	  
chimpancé,	   muchos	   de	   los	   genes	   regulados	  
por	   SREBPs	   se	   inducen	   durante	   los	   estadíos	  
iniciales	  de	  la	  infección	  por	  HCV	  (Bigger	  y	  col.,	  
2004;	  Su	  y	  col.,	  2002).	  
	   Por	   otro	   lado,	   se	   ha	   visto	   que,	   en	  
cultivo	   celular,	   otras	   proteínas	   virales	   como	  
NS2	   o	   NS4B	   también	   pueden	   inducir	   la	  
acumulación	   intracelular	   de	   LDs	   (Oem	   y	   col.,	  
2008).	   Es	   probable,	   así,	   que	   la	   aparición	   de	  
esteatosis	  en	  pacientes	  con	  HCV	  sea	  resultado	  
de	   los	   efectos	   mediados	   por	   múltiples	  
proteínas	  del	  virus.	  
	   Otro	   de	   los	   aspectos	   patológicos	  más	  
evidentes	   de	   la	   infección	   por	   HCV	   tiene	   que	  
ver	  con	  la	  proliferación	  de	  cisternas	  del	  RE	  que	  
se	  observa	  en	  biopsias	  de	  hígado	  de	  pacientes	  
infectados	   (Vasallo	   y	   Gastaminza	   2015).	   Ésta	  
se	   produce	   en	   respuesta	   a	   la	   situación	   de	  
estrés	   que	   se	   dispara	   en	   la	   célula	   por	   la	  
presencia	  del	  virus	  y	  que,	  entre	  otros	  factores,	  
induce	   la	   expresión	   de	   XBP-­‐1	   (proteína	   1	   de	  
unión	  a	   la	   X-­‐box)	  que	   regula	   la	  biogénesis	   de	  
RE	   y	   la	   lipogénesis	   hepática	   (Vasallo	   y	  
Gastaminza	   2015).	   Esta	   proliferación	   de	   las	  
membranas	   del	   RE,	   como	   la	   que	   tiene	   lugar	  
para	   la	   formación	   de	   las	  DMVs	   en	   las	   que	   se	  
ensambla	   la	   replicasa	   viral	   (Romero-­‐Brey	   y	  
col.,	  2012)	  o	  en	  torno	  a	   los	  LDs	  implicados	  en	  
el	   ensamblaje	   del	   virión	   (Miyanari	   y	   col.,	  
2007),	   demanda	   una	   gran	   disponibilidad	   de	  
lípidos	  a	   la	  célula	  hospedadora	  dado	  su	  papel	  
estructural	  en	  la	  biogénesis	  de	  las	  mismas,	  de	  
manera	  análoga	  a	  lo	  observado	  en	  otros	  virus	  
RNA	   de	   polaridad	   positiva	   (Chuang	   y	   col.,	  
2014).	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   En	  ese	  sentido,	  la	  familia	  de	  las	  lipinas,	  
proteínas	   con	   actividad	   fosfatasa	   de	   ácido	  
fosfatídico	   (PAP)	   (Reue	   y	   Brindley	   2008),	   es	  
particularmente	  interesante	  ya	  que	  se	  ha	  visto	  
que	   juegan	   un	   papel	   central	   en	   la	   toma	   de	  
decisiones	   de	   la	   célula	   acerca	   del	   destino	   de	  
los	   lípidos	   de	   que	   dispone:	   biogénesis	   de	  
membranas	   versus	   almacenamiento	   de	   los	  
mismos	  en	  depósitos	   intracelulares	  (Chuang	  y	  
col.,	  2014).	  
	  
	  
I5.-­‐	   La	   familia	   de	   las	   lipinas	   como	  
moduladores	   del	   metabolismo	   de	   lípidos	   y	  
lipoproteínas	  de	  la	  célula	  
	  
Las	   lipinas	   son	   una	   familia	   de	  
proteínas	  celulares	  que,	  en	  mamíferos,	  incluye	  
tres	   miembros,	   LPIN1,	   LPIN2	   y	   LPIN3.	   El	  
miembro	   fundador	   de	   esta	   familia,	   LPIN1,	   se	  
descubrió	   mediante	   técnicas	   de	   clonación	  
posicional	  y	  se	  identificó	  como	  el	  producto	  de	  
un	   gen	   mutado,	   lpin1,	   que	   provoca	   hígado	  
graso	  tanto	  en	  ratón	  (fld)	  (Peterfy	  y	  col.,	  2001)	  
como	   en	   humanos,	   concretamente,	   en	   niños	  
(Valenti	  y	  col.,	  2012).	  Las	  lipinas	  LPIN2	  y	  LPIN3	  
se	   identificaron,	   posteriormente,	   por	   su	  
similitud	   con	   la	   secuencia	   proteica	   de	   LPIN1	  
(Peterfy	  y	  col.,	  2001).	  	  
Todos	   los	   miembros	   de	   esta	   familia	  
presentan	   dos	   dominios	   cuya	   secuencia	   de	  
aminoácidos	   se	   encuentra	   altamente	  
conservada;	  se	  trata	  de	  los	  dominios	  N-­‐LIP	  y	  C-­‐
LIP	   que	   aparecen	   en	   los	   extremos	   amino	   y	  
carboxi-­‐terminal	   de	   las	   lipinas,	  
respectivamente	   (Peterfy	   y	   col.,	   2001).	   El	  
dominio	   C-­‐LIP	   contiene	   los	   motivos	  
funcionales	  DXDXT,	  o	  motivo	  catalítico	  PAP,	  y	  
LXXIL,	   o	   motivo	   de	   actividad	   transcripcional	  
(Csaki	   y	   col.,	   2013).	   En	   el	   extremo	   amino-­‐
terminal	   de	   estas	   proteínas	   y	   muy	   cerca	   del	  
dominio	   N-­‐LIP	   aparece	   la	   secuencia	   de	  
localización	   nuclear	   (NLS)	   que	   es	   necesaria	  
para	  la	  translocación	  de	  LPIN1	  al	  núcleo	  y	  para	  
la	  unión	  a	  su	  sustrato,	  el	  ácido	  fosfatídico	  (PA)	  
(Ren	  y	  col.,	  2010)	  (Figura	  I3).	  
A	   pesar	   de	   la	   similitud	   que	  muestran	  
en	   su	   secuencia,	   las	   lipinas	   presentan	  
patrones	  de	  expresión	  tisular	  diferentes	  tanto	  
en	   ratones	   como	  en	  humanos	   (Donkor	  y	   col.,	  
2007)	   y	   están	   asociadas	   a	   enfermedades	  
diferentes	   (Csaki	   y	   col.,	   2013).	   LPIN1	   se	  
expresa	  mayoritariamente	  en	  tejido	  adiposo	  y	  
músculo	  esquelético	  con	  niveles	  de	  expresión	  
reducidos	   en	   hígado	   mientras	   que	   LPIN2	   se	  
expresa,	   preferentemente,	   en	   hígado	   y	  
cerebro.	   Los	   niveles	   de	   expresión	   de	   LPIN3	  
son,	  generalmente,	  muy	  inferiores	  a	  los	  de	  las	  
otras	   lipinas	   aunque	   se	   expresa,	   sobre	   todo,	  
en	   intestino	   (Donkor	   y	   col.,	   2007).	   La	  
deficiencia	   en	   LPIN1	   provoca	   lipodistrofia	   en	  
ratones	   y	   está	   asociada	   al	   desarrollo	   de	  
rabdomielosis	   y	   hepatoesteatosis	   pediátrica	  
en	   humanos.	   La	   deficiencia	   en	   LPIN2,	   sin	  
embargo,	   se	   asocia	   con	   la	   aparición	   de	   un	  
síndrome	   raro	   conocido	   como	   síndrome	   de	  
Majeed.	   No	   se	   tienen	   datos	   acerca	   de	  
patologías	  asociadas	  a	   la	  deficiencia	  en	  LPIN3	  
(Csaki	  y	  col.,	  2013).	  	  
Aunque	  todas	  las	  lipinas	  presentan	  los	  
motivos	   catalíticos	   DXDXT	   y	   LXXIL	   para	  
funcionar,	  potencialmente,	  como	  enzimas	  PAP	  
y	   reguladores	   transcripcionales,	   dadas	   estas	  
circunstancias	   parece	   que,	   además	   de	  
funciones	  solapantes	  en	  determinados	  tejidos,	  
cada	   miembro	   de	   la	   familia	   podría	  
desempeñar	  funciones	  únicas	  y	  específicas.	  En	  
el	  caso	  de	  LPIN3,	  se	  conoce	  muy	  poco	  acerca	  
de	  su	  función	  y	  modo	  de	  acción	  en	  cada	  tejido	  
(Csaki	  y	  col.,	  2013).	  Hasta	  la	  fecha,	  la	  mayoría	  
de	   estudios	   realizados	   acerca	   de	   la	   fisiología	  
de	   esta	   familia	   de	   proteínas	   se	   han	   centrado	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en	   LPIN1	   (Harris	   y	   Finck	   2011;	   Csaki	   y	   col.,	  
2013).	  
	  
	  
I5.1.-­‐	   Regulación	   de	   la	   expresión	   y	   actividad	  
de	  LPIN1	  
	  
La	   actividad	   de	   LPIN1	   se	   encuentra	  
regulada	   a	   múltiples	   niveles	   con	   objeto	   de	  
responder	   a	   condiciones	   fisiológicas	  
cambiantes	   en	   la	   célula.	   Los	   mecanismos	  
implicados	   en	   la	   regulación	   de	   la	   expresión	   y	  
actividad	   de	   LPIN1	   incluyen	   transcripción	  
génica,	   empalme	   alternativo	   del	   mRNA	   de	  
LPIN1,	   modificaciones	   post-­‐traduccionales	   de	  
la	   proteína	   y	   cambios	   en	   su	   localización	  
subcelular	  (Csaki	  y	  Reue	  2010).	  	  	  
	   En	   adipocitos	   y	   hepatocitos,	   los	  
niveles	   de	   mRNA	   de	   LPIN1	   se	   inducen	   en	  
presencia	   de	   glucocorticoides	   (Manmontri	   y	  
col.,	  2008;	  Zhang	  y	  col.,	  2008).	  De	  hecho,	  se	  ha	  
observado	  que,	   in	  vivo,	  condiciones	  asociadas	  
a	   altos	   niveles	   de	   glucocorticoides	   como	   la	  
obesidad	   o	   el	   estado	   de	   ayuno	   también	  
incrementan	   la	   transcripción	   del	   mRNA	   de	  
LPIN1	   (Zhang	  y	  col.,	  2008;	  Finck	  y	  col.,	  2006).	  
En	   hígado,	   esta	   inducción	   es	   mediada	   por	   el	  
factor	  de	   transcripción	  PGC-­‐1α	   (coactivador	  1	  
alfa	   del	   receptor	   gamma	   activado	   por	  
proliferadores	   de	   peroxisomas)	   (Finck	   y	   col.,	  
2006).	  Además,	  en	  células	  de	  hepatoblastoma	  
se	   ha	   visto	   que	   la	   depleción	   de	   esteroles	  
induce	  la	  expresión	  del	  mRNA	  de	  LPIN1	  en	  un	  
proceso	  regulado	  por	  SREBP-­‐1	  (Ishimoto	  y	  col.,	  
2009).	   Reguladores	   negativos	   de	   la	   expresión	  
de	  LPIN1	  son	   las	  citoquinas	  y	  otros	  miembros	  
	  
Figura	   I3.	   Motivos	   estructurales	   y	   funcionales	   de	   las	   lipinas.	   Diagrama	   esquemático	   de	   los	   distintos	  
miembros	   de	   la	   familia	  de	   las	   lipinas	  en	  mamíferos.	   Se	   representan	   los	   dominios	  N-­‐terminal	   (N-­‐LIP)	   y	  C-­‐
terminal	   (C-­‐LIP),	   la	  señal	  de	   localización	  nuclear	  (NLS),	  el	  motivo	  catalítico	  con	  actividad	  PAP	  (DXDXT)	  y	  el	  
motivo	   de	   interacción	   con	   receptores	   nucleares	   (LXXIL).	   Se	   señalan	   motivos	   consenso	   de	   sumoilación	  
(φKXE),	   donde	   X	   representa	   cualquier	   aminoácido	   y	   φ,	   aminoácidos	   hidrofóbicos.	   También	   se	   indican	  
residuos	  conservados	  de	  serina	  que	  son	  necesarios	  para	  la	  actividad	  PAP	  de	  LPIN1α	  (S724)	  en	  ratones	  y	  de	  
LPIN2	  (S731).	  shRNA-­‐248	  y	  shRNA-­‐1073	  son	  los	  shRNAs	  empleados	  en	  nuestros	  ensayos	  de	  silenciamiento	  
génico;	  se	  indican	  en	  la	  posición	  nucleotídica	  que	  reconocen	  en	  la	  secuencia	  de	  LPIN1.	  Las	  dianas	  de	  ambos	  
shRNAs	  están	  presentes	  en	  todas	  las	  isoformas	  de	  LPIN1.	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de	  la	  familia	  de	  las	  lipinas.	  Como	  veremos	  más	  
adelante,	  hay	  evidencias	  de	  que	  LPIN1	  y	  LPIN2	  
se	   regulan	   negativamente	   la	   una	   a	   la	   otra,	  
tanto	   en	   cultivo	   celular	   como	   en	   modelos	  
animales,	   con	   objeto	   de	   mantener	   la	  
homeostasis	  lipídica	  de	  la	  célula	  (Csaki	  y	  Reue	  
2010;	  Dwyer	  J.R.	  2012).	  
En	   humanos,	   el	   mRNA	   del	   gen	   LPIN1	  
sufre	   empalme	   alternativo	   para	   generar	   tres	  
isoformas,	   LPIN1α,	   LPIN1β	   y	   LPIN1γ,	   que	  
difieren	  en	  su	  secuencia	  de	  aminoácidos	   (aa).	  
La	  secuencia	  de	  890	  aa	  de	  la	  isoforma	  LPIN1α	  
gana	   un	   exón	   de	   codificación	   de	   33	   aa	   en	   la	  
isoforma	   LPIN1β	   y	   de	   26	   aa	   en	   la	   isoforma	  
LPIN1γ;	   la	   adición	   de	   este	   exón	   no	   afecta	   a	  
ninguno	  de	   los	  motivos	  funcionales	  presentes	  
en	   la	   secuencia	  de	   la	   proteína	   (Figura	   I3).	  No	  
obstante,	   existen	   diferencias	   en	   cuanto	   a	   la	  
localización	   subcelular	   y	   patrón	   de	   expresión	  
tisular	   de	   las	   distintas	   isoformas	   que	   se	  
traducen	   en	   diferencias	   funcionales	   entre	   las	  
mismas	  (Peterfy,	  Phan,	  y	  Reue	  2005).	  
La	   localización	   subcelular	   de	   las	  
lipinas,	  que	  es	  determinante	  para	  su	  actividad	  
funcional,	   se	   encuentra	   dinámicamente	  
regulada	   por	   modificaciones	   post-­‐
traduccionales,	   principalmente	   fosforilación	   y	  
sumoilación,	   que	   afectan	   a	   residuos	   muy	  
concretos	  de	  su	  secuencia	  (Csaki	  y	  col.,	  2013).	  
La	   hiperfosforilación	   de	   LPIN1	   promueve	   su	  
localización	  citosólica	  mientras	  que	   su	  estado	  
defosforilado	   favorece	   su	   anclaje	   a	   la	  
membrana	   del	   RE	   o	   a	   la	   membrana	   nuclear	  
(Peterfy	   y	   col.,	   2010;	   Harris	   y	   col.,	   2007).	   El	  
estado	  de	  fosforilación	  de	  LPIN1	  no	  afecta	  a	  su	  
actividad	   PAP	   pero	   sí	   a	   su	   capacidad	   para	  
unirse	  al	  PA	  (Csaki	  y	  col.,	  2013).	  Aunque	  todas	  
las	   isoformas	   de	   LPIN1	   presentan	   la	   señal	   de	  
localización	   nuclear	   pueden	   aparecer	   en	  
compartimentos	   subcelulares	   distintos.	   En	  
adipocitos,	   LPIN1α	   aparece	  
predominantemente	   en	   núcleo	   mientras	   que	  
LPIN1β	  presenta	  una	  localización	  citoplásmica	  
(Peterfy,	   Phan,	   y	   Reue	   2005).	   En	   su	   estado	  
fosforilado,	   LPIN1	   y	   su	   actividad	   PAP	   residen	  
en	  el	  citosol	  de	  la	  célula.	  En	  presencia	  de	  ácido	  
oléico,	   LPIN1	   se	   defosforila	   y	   mientras	   la	  
isoforma	   LPIN1α	   se	   transloca	   al	   núcleo	   para	  
funcionar	  como	  coactivador	  transcripcional,	  la	  
isoforma	   LPIN1β	   queda	   retenida	   en	   la	  
membrana	  del	  RE	  para	  desarrollar	  la	  actividad	  
PAP	   (Peterfy	   y	   col.,	   2010;	  Harris	   y	   col.,	   2007;	  
Huffman,	   Mothe-­‐Satney,	   y	   Lawrence	   2002).	  
Mientras	   que	   LPIN1α	   puede	   modificar	   su	  
localización	   subcelular	   en	   respuesta	   a	  
diferentes	  estímulos,	  LPIN1β	  siempre	  aparece	  
en	   el	   citoplasma	   sin	   posibilidad	   de	  
translocarse	   al	   núcleo	   (Reue	   y	   col.,	   2000;	  
Peterfy,	   Phan,	   y	   Reue	   2005).	   Otra	   isoforma,	  
LPIN1γ,	   que	   se	   expresa	   principalmente	   en	  
cerebro,	  aparece	  asociada	  a	  LDs	  (Wang	  y	  col.,	  
2011).	  La	  sumoilación,	  por	  ejemplo,	  de	  LPIN1α	  
en	   células	   neuronales	   permite	   su	  
translocación	   al	   núcleo	   y	   promueve	   su	  
actividad	   transcripcional	   (Liu	   y	   Gerace	   2009).	  
Además,	  LPIN1	  puede	  formar	  homo-­‐	  y	  hetero-­‐
oligómeros	   con	   LPIN2	   y	   LPIN3;	   se	   cree	   que	  
esta	  capacidad	  puede	  influir	  en	  su	  localización	  
subcelular	  y,	  por	   tanto,	  en	  su	  actividad	  (Csaki	  
y	  col.,	  2013;	  Bou	  Khalil	  y	  col.,	  2010).	  
	  
	  
I5.2.-­‐	  Funciones	  moleculares	  de	  las	  lipinas	  
	  
Las	   lipinas	   presentan	   un	   papel	   dual	  
como	   moduladores	   de	   la	   biosíntesis	   de	  
glicero-­‐	   y	   fosfolípidos	   y	   del	   metabolismo	   de	  
lipoproteínas.	   A	   través	   de	   su	   actividad	   como	  
enzimas	  PAP	  controlan	  la	  biosíntesis	  de	  TAG	  y	  
fosfolípidos	  y	  por	  su	  función	  como	  coactivador	  
transcripcional	   regulan	   la	   expresión	   de	   genes	  
implicados	   en	   el	   metabolismo	   hepático	   de	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ácidos	   grasos	   y	   en	   los	   procesos	   de	  
fosforilación	  oxidativa	  (Bou	  Khalil	  y	  col.,	  2010).	  
La	  actividad	  PAP	  de	  las	  lipinas	  no	  es	  necesaria	  
para	   su	   función	   como	   coactivador	  
transcripcional	  por	   lo	  que	   se	   cree	  que	  ambas	  
funciones	   moleculares	   son	   completamente	  
separables	   (Finck	   y	   col.,	   2006;	   Kim	   y	   col.,	  
2010).	  	  
	  
	  
I5.2.1.-­‐	   Función	   enzima	   fosfatasa	   de	   ácido	  
fosfatídico	  (PAP)	  
	  
La	   actividad	   catalítica	   PAP	   de	   las	  
lipinas	   reside	   en	   su	   motivo	   DXDXT	   y	   es	  
específica	  para	  PA.	  Estas	  proteínas	  se	  localizan	  
en	  el	  citosol	  y	  se	  translocan	  a	  la	  membrana	  del	  
RE	   en	   respuesta	   a	   niveles	   altos	   de	   ácidos	  
grasos	  libres	  y	  a	  la	  fosforilación	  de	  algunos	  de	  
sus	  residuos	  (Harris	  y	  col.,	  2007;	  Donkor	  y	  col.,	  
2007).	   Una	   vez	   allí,	   tienen	   acceso	   al	   PA	  
generado	   mediante	   acilación	   del	   glicerol-­‐3-­‐
fosfato	  y	   lo	  defosforilan	  para	   su	   conversión	  a	  
diacilglicerol	   (DAG),	   catalizando	   así	   el	  
penúltimo	   paso	   en	   la	   biosíntesis	   de	   TAG	   y	  
fosfolípidos,	   como	   la	   fosfatidilcolina	   (PC)	   y	   la	  
fosfatidiletanolamina	   (PE)	   (Kennedy,	   Smith,	   y	  
Weiss	   1956).	   No	   obstante,	   el	   contenido	   en	  
TAG	   y	   fosfolípidos	   de	   la	   célula	   no	   viene	  
determinado	   únicamente	   por	   la	   actividad	  
fosfatasa	   total	   debida	   a	   las	   lipinas	   ya	   que	  
éstos	   también	   pueden	   originarse	   mediante	  
hidrólisis	   y	   reesterificación	  de	   los	  TAG	  que	  se	  
almacenan	   en	   el	   citoplasma	   de	   la	   célula	   a	  
modo	  de	  LDs	  (Bou	  Khalil	  y	  col.,	  2010).	  
Al	   controlar	   la	   síntesis	   de	   TAG	   y	  
fosfolípidos,	   LPIN1	   no	   sólo	   gobierna	   el	  
ensamblaje	   de	   las	   VLDL	   sino	   que	   también	  
controla	   la	   función	   y	   dinámica	   de	   las	  
membranas	   de	   RE	   y	   aparato	   de	   Golgi	  
implicadas	   en	   su	   maduración,	   siendo	   difícil	  
discriminar	   la	   contribución	   relativa	   de	   las	  
funciones	   PAP	   y	   transcripcional	   de	   LPIN1	   a	  
estos	  procesos	  (Bou	  Khalil	  y	  col.,	  2010;	  Reue	  y	  
Dwyer	   2009).	   LPIN1	   juega,	   así,	   un	   papel	  
central	   en	   el	   destino	   de	   TAG	   y	   fosfolípidos	  
decidiendo	   acerca	   de	   su	   almacenamiento	   o	  
dirigiéndolos	   hacia	   la	   biogénesis	   de	  
membranas,	   principalmente,	   nuclear	   y	   de	   RE	  
(Chuang	   y	   col.,	   2014).	   En	   ese	   sentido,	   se	   ha	  
visto	   que	   LPIN1	   estimula	   la	   síntesis	   de	  
fosfolípidos	  y	   la	  expansión	  de	   las	  membranas	  
del	  RE	  durante	  la	  diferenciación	  de	  linfocitos	  B	  
(Fagone	   y	   col.,	   2007),	   indicando	   que	   el	  
metabolismo	  de	  lípidos	  esta	  coordinado	  con	  la	  
proliferación	   del	   RE	   (Bou	   Khalil	   y	   col.,	   2010).	  
La	   deficiencia	   en	   el	   complejo	   Pah1p/Smp2p,	  
homólogo	  de	  LPIN1	  en	  levaduras,	  provoca	  una	  
expansión	  masiva	  de	  la	  envuelta	  nuclear	  y	  una	  
estructura	   anormal	   para	   las	   membranas	  
nuclear	   y	   de	   RE	   debido	   a	   cambios	   en	   la	  
regulación	   de	   enzimas	   clave	   en	   la	   biosíntesis	  
de	  fosfolípidos	  así	  como	  a	  la	  falta	  de	  actividad	  
PAP	   (Han,	   Siniossoglou,	   y	   Carman	   2007).	  
Además,	   el	   ortólogo	   de	   LPIN1	   en	   S.pombe	  
(Ned1p)	   interacciona	   con	   tres	   proteínas	  
nucleares	   necesarias	   en	   la	   formación	   de	   la	  
envuelta	   nuclear,	   lo	   que	   sugiere	   un	   papel	  
relevante	   para	   LPIN1	   en	   la	   morfología	   y	  
biogénesis	  nuclear	  en	  este	  organismo	  (Tange,	  
Hirata,	  y	  Niwa	  2002).	  
	   LPIN1	  es	  la	  principal	  responsable	  de	  la	  
actividad	   PAP	   en	   tejido	   adiposo,	   músculo	  
esquelético	   y	   sistema	   nervioso	   periférico	   de	  
ratones,	  mientras	  que	  en	  el	  hígado	  la	  actividad	  
PAP	   de	   LPIN1	   es	   menos	   prevalente	   (Csaki	   y	  
col.,	   2013).	   En	   ausencia	   de	   LPIN1,	   se	   observa	  
que	   los	   niveles	   de	   actividad	   PAP	   en	   la	   célula	  
son	   normales	   sugiriendo	   que	   los	   otros	   dos	  
miembros	  de	   la	   familia	  de	   las	   lipinas,	   LPIN2	  y	  
LPIN3,	   podrían	   ejercer	   efectos	  
compensatorios	   para	   el	  mantenimiento	   de	   la	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homeostasis	   lipídica	   (Csaki	   y	   col.,	   2013;	  
Donkor	  y	  col.,	  2007).	  En	  hígado,	  por	  ejemplo,	  
la	   deficiencia	   en	   LPIN2	   conduce	   a	   un	  
incremento	   compensatorio	   en	   los	   niveles	   de	  
proteína	  LPIN1	  y	  en	  su	  actividad	  PAP.	  Existen,	  
por	   tanto,	   interacciones	   funcionales	   in	   vivo	  
entre	   los	   distintos	  miembros	   de	   la	   familia	   de	  
las	   lipinas	   a	   fin	   de	   mantener	   la	   homeostasis	  
lipídica	   celular	   (Dwyer	   J.R.	   2012).	   A	   pesar	   de	  
que	  todas	  las	   lipinas	  presentan	  actividad	  PAP,	  
la	   contribución	   relativa	   de	   cada	   una	   de	   ellas	  
varía	   en	   función	  del	   tipo	   celular	   (Bou	  Khalil	   y	  
col.,	  2010).	  
	  
	  
I5.2.2.-­‐	  Función	  transcripcional	  
	  
La	   actividad	   de	   las	   lipinas	   como	  
regulador	   transcripcional	   reside	  en	   su	  motivo	  
LXXIL	   a	   través	   del	   cual	   pueden	   interaccionar	  
con	  diferentes	   receptores	  nucleares	   y	   regular	  
la	   expresión	   de	   sus	   genes	   diana.	   Los	  
mecanismos	   que	   gobiernan	   la	   actividad	  
transcripcional	  de	  LPIN1	  varían	  con	  diferentes	  
factores	   de	   transcripción;	   así,	   LPIN1	   puede	  
actuar	   como	   co-­‐represor	   o	   co-­‐activador	   de	  
genes	  diferentes	  (Finck	  y	  col.,	  2006;	  Kim	  y	  col.,	  
2010).	   Aunque	   todas	   las	   lipinas	   presentan	   el	  
motivo	  LXXIL	  y	  la	  señal	  de	  localización	  nuclear,	  
esta	   capacidad	   co-­‐transcripcional	   sólo	   se	   ha	  
demostrado	   in	   vivo	   para	   LPIN1	   (Finck	   y	   col.,	  
2006).	   En	   hepatocitos,	   LPIN1	   puede	  
interaccionar	   directamente	   con	   el	   receptor	  
nuclear	  PPARα	  o,	  indirectamente,	  a	  través	  del	  
complejo	   PGC-­‐1α-­‐PPARα	   para	   reprimir	   la	  
expresión	  de	   genes	   implicados	  en	   lipogénesis	  
(SREBP-­‐1,	   FASN)	   e	   inducir	   la	   expresión	   de	  
genes	   relacionados	   con	   el	   metabolismo	  
oxidativo	  de	  ácidos	  grasos	  (PPARα,	  CPT1a	  (gen	  
codificante	  de	  la	  carnitina	  palmitoiltransferasa	  
1A)).	  A	  través	  de	  su	   interacción	  con	  PGC-­‐1α	  y	  
el	   receptor	   nuclear	   HFN4α	   (Factor	   nuclear	   4	  
alfa	   de	   hepatocito),	   LPIN1	   regula	   el	  
metabolismo	   hepático	   de	   lipoproteínas	   (Bou	  
Khalil	  y	  col.,	  2010).	  En	  adipocitos,	  LPIN1	  regula	  
la	   expresión	   de	   factores	   de	   transcripción	  
adipogénicos	   y	   de	   genes	   implicados	   en	   la	  
síntesis	   de	   lípidos	   (DGAT1)	   favoreciendo	   su	  
diferenciación	   y	   maduración	   (Finck	   y	   col.,	  
2006;	  Bou	  Khalil	   y	   col.,	  2010).	  Además,	   LPIN1	  
inhibe	  la	  secreción	  de	  citoquinas	  en	  adipocitos	  
(Kim	   y	   col.,	   2010)	   y	   está	   involucrada	   en	   la	  
supervivencia	   y	   diferenciación	   de	   neuronas	  
(Liu	  y	  Gerace	  2009).	  	  
En	   resumen,	   las	   lipinas	   juegan	   un	  
papel	   esencial	   en	   el	   control	   del	  metabolismo	  
de	   lípidos	   (Bou	   Khalil	   y	   col.,	   2010)	   y	   en	   la	  
gestión	   de	   los	   recursos	   disponibles	   en	   la	  
célula,	   dirigiéndolos	   a	   su	   almacenamiento	   en	  
forma	   de	   TAG	   o,	   por	   el	   contrario,	   a	   la	  
biogénesis	   de	   membranas	   intracelulares	  
mediante	   la	  síntesis	  de	  fosfolípidos	  (Chuang	  y	  
col.,	   2014).	   Dada	   la	   fuerte	   intersección	   que	  
existe	   entre	   el	   metabolismo	   de	   lípidos	   y	  
lipoproteínas	  celular	  y	  el	  ciclo	  de	  vida	  de	  HCV,	  
así	  como	  la	  implicación	  de	  dicho	  metabolismo	  
en	   la	   patogénesis	   asociada	   a	   la	   infección,	  
hemos	   considerado	   importante	   estudiar	   el	  
papel	  que	   juega	   la	   familia	  de	   las	   lipinas	  en	  el	  
ciclo	   de	   infección	   de	   HCV	   para	   evaluar	   su	  
posible	   papel	   como	   mediador	   de	   la	  
patogénesis	   y	   su	   potencial	   como	   diana	   para	  
tratamientos	  antivirales	  basados	  en	  HTAs.	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El	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  es	  el	  principal	  agente	  causal	  de	  enfermedad	  hepática	  grave	  a	  nivel	  
mundial.	  Dado	  el	  elevado	  número	  de	  individuos	  crónicamente	  infectados	  por	  HCV	  y	  la	  existencia	  de	  
una	  enorme	  constelación	  de	  secuencias	  virales	  circulando	  en	  todo	  el	  mundo,	  existe	  la	  necesidad	  de	  
desarrollar	  nuevas	  estrategias	   terapéuticas	  con	  actividad	  pangenotípica	  que	   limiten	   la	  aparición	  de	  
mutantes	  resistentes,	  estén	  asociadas	  a	  un	  reducido	  número	  de	  efectos	  adversos	  y	  sean	  accesibles	  a	  
la	   mayor	   parte	   de	   la	   población	   infectada.	   El	   objetivo	   final	   de	   esta	   Tesis	   Doctoral	   consiste	   en	  
contribuir	   a	   la	   identificación	   y	  evaluación	  de	  nuevos	   fármacos	   y	   factores	   celulares	  que	  puedan	   ser	  
empleados	  como	  diana	  en	   la	   terapia	  antiviral	   frente	  a	   la	   infección	  por	  HCV.	  Para	  ello	   se	  empleará,	  
por	  un	  lado,	  un	  sistema	  de	  rastreo	  no	  sesgado	  para	  la	  identificación	  de	  nuevos	  fármacos	  que	  inhiben	  
la	  infección	  por	  HCV	  y	  la	  evaluación	  de	  su	  potencial	  como	  agente	  antiviral.	  Por	  otro	  lado,	  se	  abordará	  
la	  caracterización	  de	  LPIN1	  como	  diana	  antiviral	  potencial,	  definiendo	  su	  implicación	  en	  la	  infección	  
por	   el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   y	   en	   determinados	   mecanismos	   moleculares	   que	   subyacen	   a	   la	  
patogénesis	  viral.	  	  
	  
	  
En	  este	  contexto,	  los	  objetivos	  específicos	  de	  esta	  Tesis	  Doctoral	  son	  los	  siguientes:	  
	  
1. Identificación	  y	  evaluación	  de	  compuestos	  químicos	  previamente	  empleados	  en	  clínica	  
para	  el	  tratamiento	  de	  patologías	  humanas	  como	  nuevos	  agentes	  antivirales	  frente	  a	  
la	  infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C.	  	  
	  
2. Caracterización	  de	   la	  función	  de	  LPIN1,	  factor	  regulador	  de	   la	  homeostasis	  celular	  de	  
lípidos,	  en	  la	  infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C.	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M1.-­‐	  Líneas	  celulares	  humanas	  
	  
La	   línea	  celular	  de	  hepatoma	  humano	  
Huh-­‐7	  (Nakabayashi	  y	  col.,	  1982)	  es	  la	  línea	  de	  
referencia	   para	   el	   estudio	  de	   la	   infección	  por	  
HCV	   en	   cultivo	   celular	   y	   se	   empleó	   en	   la	  
mayoría	  de	  experimentos	  excepto	  en	  aquellos	  
en	  que	  se	  indique	  lo	  contrario.	  
El	   clon	   celular	   Huh-­‐7.5	   (Blight,	  
McKeating,	   y	   Rice	   2002)	   presenta	   una	  mayor	  
permisividad	  para	  la	  replicación	  del	  virus	  de	  la	  
hepatitis	   C	   que	   la	   línea	   parental	   Huh-­‐7.	   Se	  
trata	   de	   un	   clon	   celular	   derivado	   de	   la	   línea	  
Huh-­‐7	   capaz	   de	   sostener	   la	   replicación	  de	  un	  
replicón	  subgenómico	  del	  genotipo	  1a	  que	  fue	  
subsiguientemente	  curado	  con	   interferón	  alfa	  
hasta	  erradicar	  cualquier	  RNA	  o	  proteína	  viral	  
(Blight,	  McKeating,	  y	  Rice	  2002).	  Este	  subclón	  
se	  empleó	  en	   los	  ensayos	  de	   infección	   con	   la	  
cepa	  TNcc	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  (genotipo	  
1a)	   dadas	   sus	   dificultades	   para	   replicar	  
eficazmente	   en	   células	   Huh-­‐7	   (sección	  
R2.3.2.1).	  
El	   clon	   celular	   Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	  
(Pedersen	   y	   col.,	   2007)	   es	   hiper-­‐permisivo	  
para	  la	  replicación	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  lo	  
que	   permite	   generar	   preparaciones	   de	   virus	  
con	   mayor	   título	   en	   un	   tiempo	   menor.	  
Proviene	  de	  un	  subclón	  celular	  (Huh-­‐7.5.1)	  de	  
la	   línea	   Huh-­‐7.5	   capaz	   de	   sostener	   la	  
replicación	   de	   un	   replicón	   subgenómico	   del	  
genotipo	  1b	  que	  expresa	  la	  proteína	  de	  fusión	  
NS5A-­‐GFP	   y	   que	   fue	   subsiguientemente	  
curado	  con	   interferón	  gamma	  hasta	  erradicar	  
cualquier	   RNA	   o	   proteína	   viral	   (Zhong	   y	   col.,	  
2005;	  Moradpour	  y	  col.,	  2004).	  El	  clon	  celular	  
Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	   se	   obtuvo	   tras	   curar	   con	  
interferón	   gamma	   un	   subclón	   de	   Huh-­‐7.5.1	  
que	   albergaba	   un	   replicón	   del	   genotipo	   2a	  
(Zhong	  y	  col.,	  2005).	  
Todas	   estas	   líneas	   celulares	   	   fueron	  
cedidas	   por	   el	   Dr.	   Francis	   V.	   Chisari	   (TSRI,	  
California,	  EEUU).	  
La	   línea	   celular	   HEK293T	   se	   empleó	  
para	   los	   ensayos	   de	   transfección	   que	   se	  
describen	   en	   la	   sección	  M5.	   Dicha	   línea,	   que	  
proviene	   de	   riñón	   embrionario	   humano	  
(Graham	   y	   col.,	   1977),	   fue	   cedida	   por	   el	   Dr.	  
Juan	  Ortín	  (CNB,	  CSIC).	  
	  
	  
M1.1.-­‐	  Cultivo	  de	  líneas	  celulares	  
	  
Las	   líneas	  celulares	  Huh-­‐7	  y	  derivadas	  
así	   como	   HEK293T	   se	   cultivaron	   en	   medio	  
Eagle	   modificado	   por	   Dulbecco	   (DMEM)	  
(Gibco)	   suplementado	   con	   HEPES	   10mM,	  
aminoácidos	   no	   esenciales	   al	   1%	   (AANE)	  
(Gibco),	   100	   UI/ml	   de	  
penicilina/estreptomicina	   (Gibco)	   y	   10%	   de	  
suero	   bovino	   fetal	   (SBF)	   (LINUS)	   inactivado	  
con	   calor	   (30	   minutos	   (min)	   a	   55°C).	   En	  
adelante,	  esta	  solución	  de	  cultivo	  será	  referida	  
como	  DMEMc.	  	  
En	   el	   caso	   de	   las	   líneas	   celulares	  
transducidas	  con	  vectores	  lentivirales	  basados	  
en	   pLKO.1	   para	   la	   expresión	   de	   shRNAs	  
(sección	   M.5.2),	   la	   solución	   de	   cultivo	   se	  
suplementó	   con	   puromicina	   (Sigma)	   a	   una	  
concentración	  final	  de	  5	  µg/ml.	  
Para	  el	  mantenimiento	  de	  las	  distintas	  
líneas	   celulares	   se	   realizaron	   pases	  
consecutivos	   cada	   3-­‐4	   días,	   evitando	   la	  
confluencia.	   Antes	   de	   ser	   levantadas,	   las	  
células	   se	   lavaron	   una	   vez	   con	   PBS	  
atemperado	   a	   fin	   de	   eliminar	   posibles	   restos	  
de	  suero	  provenientes	  del	  medio	  de	  cultivo.	  A	  
continuación,	   éstas	   se	   trataron	   con	   una	  
solución	  al	  0.5%	  de	  tripsina/EDTA	  10x	   (Gibco)	  
en	   el	   caso	   de	   las	   líneas	   Huh-­‐7	   y	   derivadas	   o	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bien	   sólo	   con	  una	   solución	   al	   0.02%	  de	  EDTA	  
(Millipore)	  en	  el	  caso	  de	  la	  línea	  HEK293T.	  
Todas	  las	  líneas	  celulares	  se	  cultivaron	  
a	  37°C	  en	  una	  atmósfera	  al	  5%	  	  de	  CO2	  y	  98%	  
de	  humedad.	  
	  
	  
M2.-­‐	  Virus	  
	  
M2.1.-­‐	  Virus	  recombinantes	  de	  hepatitis	  C	  
	  
Los	   virus	  de	   la	  hepatitis	   C	   aislados	  de	  
pacientes	   no	   son	   infecciosos	   en	   modelos	  
estándar	   de	   cultivo	   celular.	   No	   obstante,	  
existe	   la	   posibilidad	   de	   producir	   virus	  
infecciosos	  en	  células	  de	  hepatoma	  humano	  a	  
partir	  de	  genomas	  virales	  completos	  clonados	  
a	  partir	  de	  secuencias	  aisladas	  de	  pacientes	  y	  
modificados	  genéticamente.	  	  
Los	   virus	   recombinantes	   que	   se	   han	  
utilizado	   para	   el	   desarrollo	   de	   esta	   Tesis	  
Doctoral	  son:	  
	  
JFH1:	  Virus	   recombinante	   adaptado	   a	  
cultivo	   celular	   obtenido	   a	   partir	   del	   clon	  
infeccioso	   Japanese	   Fulminant	   Hepatitis-­‐1	  
(JFH-­‐1;	  genotipo	  2a)	  (Kato	  y	  col.,	  2006)	  cedido	  
por	   Takaji	   Wakita	   (Universidad	   de	   Tokyo).	  
Puede	  ser	  propagado	  en	  células	  Huh-­‐7	  donde	  
su	   infectividad,	   medida	   en	   unidades	  
formadoras	   de	   focos	   por	  mililitro	   (uff/ml,	   del	  
inglés	   ffu/ml),	  alcanza	  picos	  máximos	  de	  103–
104	   ffu/ml	   (Zhong	   y	   col.,	   2005).	   Puede	  
establecer	   infecciones	   persistentes	   durante	  
varios	   meses	   sin	   producir	   efecto	   citopático	  
(Pedersen	   y	   col.,	   2007;	   Kato	   y	   col.,	   2006;	  
Zhong	   y	   col.,	   2006).	   Por	   este	   conjunto	   de	  
características,	   el	   virus	   JFH-­‐1	   es	   una	  
herramienta	   útil	   en	   ensayos	   de	   infección	   a	  
baja	  multiplicidad	   y	   en	   el	   establecimiento	   de	  
infecciones	  persistentes.	  	  
Los	   virus	   derivados	   de	   la	   cepa	   JFH-­‐1	  
que	  también	  se	  han	  empleado	  en	  este	  trabajo	  
son:	  
	  
D183v:	   Virus	   adaptado	   a	   cultivo	  
celular	  que	  se	  obtuvo	  mediante	  pases	  seriados	  
del	   virus	   JFH-­‐1	   en	   células	  Huh-­‐7.5.1	   (Zhong	   y	  
col.,	   2006).	   Presenta	   una	   elevada	   capacidad	  
para	  replicar	  en	  células	  de	  hepatoma	  humano	  
mostrando	   una	   cinética	   de	   expansión	   más	  
rápida	  y	  picos	  de	   infectividad	  superiores	  a	   los	  
de	  la	  cepa	  parental	  JFH-­‐1	  (1x106	  ffu/ml	  versus	  
1x103	   -­‐	   1x104	   ffu/ml).	   Estas	   características	   lo	  
convierten	  en	  una	  herramienta	  útil	  en	  ensayos	  
de	   infección	   de	   ciclo	   único.	   Cedido	   por	   Jin	  
Zhong	  (Instituto	  Pasteur,	  Shangai).	  
	  
	   Virus	   quiméricos	   de	   hepatitis	   C:	   Los	  
virus	  quiméricos	  recombinantes	  de	  hepatitis	  C	  
resultan	   de	   fusionar	   en	   un	   único	   marco	   de	  
lectura	   las	   secuencias	   codificantes	   de	   las	  
proteínas	   estructurales	   (Core,	   E1,	   E2,	   p7	   y	  
parte	  de	  NS2)	  de	  los	  genotipos	  1a	  (cepa	  H77)	  y	  
1b	   (aislado	   Con1)	   con	   las	   secuencias	  
correspondientes	   al	   segundo	   dominio	  
transmembrana	  de	  la	  proteína	  NS2	  (C3)	  hasta	  
el	   extremo	   C-­‐terminal	   del	   genoma	   de	   JFH-­‐1,	  
incluyendo	   todos	   los	   elementos	   de	   su	  
replicasa.	   Esta	   poliproteína	   quimérica	   se	  
encuentra	   flanqueada	   por	   los	   extremos	   5´	   y	  
3´-­‐UTR	   de	   la	   cepa	   JFH-­‐1.	   Los	   genomas	   que	  
resultan	   de	   dicha	   fusión	   (H77C3-­‐JFH1	   y	  
Con1C3-­‐JFH1)	  dan	  lugar	  a	  viriones	  de	  distintos	  
genotipos	   con	   una	   replicasa	   común,	   la	   del	  
aislado	   JFH-­‐1	   (Pietschmann	   y	   col.,	   2006),	   por	  
lo	   que	   resultan	   muy	   útiles	   en	   estudios	  
comparativos	   de	   entrada,	   neutralización	   y	  
ensamblaje	  viral.	  
	  
TNcc	   (genotipo	   1a):	   Virus	  
recombinante	   adaptado	   a	   cultivo	   celular	   por	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introducción	  de	  mutaciones	  adaptativas	  en	  el	  
clon	   HC-­‐TN	   (genotipo	   1a)	   (Li	   Y	   2012).	   Cedido	  
por	   Jens	   Bukh	   (Huidovre	   Hospital	  
Copenhagen,	   Denmark).	   La	   transfección	   de	  
este	   genoma	   recombinante	   produce	   virus	  
infeccioso	   sólo	   en	   células	  Huh-­‐7.5	   con	   títulos	  
de	   infectividad	   de	   aproximadamente	   1x104	  
ffu/ml,	   si	   bien	   no	   llega	   a	   propagarse	  
eficazmente	   en	   esta	   línea	   celular.	   Se	   empleó	  
para	   validar	   los	   resultados	   obtenidos	   en	  
infecciones	   realizadas	   con	   la	   cepa	   JFH-­‐1	   del	  
genotipo	  2a.	  
	  
	  
M2.2.-­‐	  Producción	  de	  stocks	  de	  virus	  
	  
M2.2.1.-­‐	   Producción	   de	   virus	   infecciosos	   a	  
partir	  de	  cDNA	  
	  
Para	   la	   producción	   de	   virus	  
recombinantes	  infecciosos	  los	  genomas	  virales	  
se	  produjeron	  por	  transcripción	  in	  vitro	  de	  los	  
cDNAs	   correspondientes	   (Tabla	   M1)	   y	   se	  
electroporaron	   en	   células	   Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	   y	  
Huh-­‐7.5	   según	   correspondiese	   (sección	  
M2.2.3).	  	  
	  
	  
M2.2.2.-­‐	   Preparación	   de	   moldes	   de	   DNA	   y	  
transcripción	   in	   vitro	   de	   genomas	   virales	  
recombinantes	  
	  
Los	  plásmidos	  empleados	  como	  molde	  
para	   la	   transcripción	   de	   los	   genomas	   virales	  
fueron	  digeridos	  durante	  16	  horas	  con	  4	  U/µg	  
de	   los	   enzimas	   de	   restricción	   que	   se	   indican	  
en	   la	   Tabla	  M1.	   Para	   la	   posterior	   purificación	  
de	   los	   plásmidos,	   éstos	   se	   trataron	   con	   una	  
mezcla	  de	  Proteinasa	  K	   (100	  µg/ml)	  en	  buffer	  
TNE	  1x	   (10	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  7.4,	   1	  mM	  EDTA,	  
100	  mM	  NaCl)	   al	   0.5%	   SDS	   durante	   1	   hora	   a	  
50°C.	   A	   continuación,	   se	   llevaron	   a	   cabo	   dos	  
rondas	  de	  extracción	  de	  DNA	  mezclando	  1:1	  el	  
material	   digerido	   con	  proteinasa	  K	   con	   fenol-­‐
cloroformo	   a	   pH	   7	   y	   centrifugando	   las	  
muestras	   durante	   5	   min	   a	   temperatura	  
ambiente	   (TA)	   y	   12000	   rpm.	   Los	  
sobrenadantes	  se	   trasvasaron	  a	  nuevos	  tubos	  
para	  la	  siguiente	  ronda	  de	  extracción.	  Una	  vez	  
centrifugadas	  las	  muestras,	  los	  sobrenadantes	  
se	   mezclaron	   1:1	   con	   cloroformo	   y	   se	  
volvieron	   a	   centrifugar	   durante	   5	  min	   a	   TA	   y	  
12000	  rpm.	  Los	  sobrenadantes	  se	  trasvasaron	  
a	   tubos	   nuevos,	   se	   mezclaron	   con	   2.5	  
volúmenes	   de	   etanol	   al	   100%	   y	   se	   incubaron	  
durante	   30	   min	   a	   -­‐20°C.	   Posteriormente,	   las	  
muestras	   se	   centrifugaron	   durante	   25	   min	   a	  
4°C	  y	  12000	  rpm	  y	  los	  precipitados	  resultantes	  
se	  sometieron	  a	  dos	  lavados	  con	  etanol	  al	  75%	  
en	   agua	   y	   luego,	   al	   100%.	   Finalmente,	   los	  
precipitados	   se	   dejaron	   secar	   a	   TA	   y	   se	  
resuspendieron	   en	   30	   µl	   de	   agua	   libre	   de	  
nucleasas.	   La	   cuantificación	   de	   los	   plásmidos	  
purificados	  se	  realizó	  midiendo	  su	  absorbancia	  
a	  260	  nm.	  Éstos	  se	  conservaron	  a	  -­‐20°C.	  
A	   continuación,	   se	   emplearon	   los	  
moldes	   linearizados	   y	   purificados	   para	   una	  
reacción	   de	   transcripción	   in	   vitro	   empleando	  
el	   kit	   comercial	   Megascript	   T7	   (Ambion,	  
Paisley,	   UK).	   Los	   productos	   obtenidos	   se	  
digirieron	   con	   DNAsa,	   se	   precipitaron	   con	  
cloruro	   de	   litio	   (7.5	  M	   cloruro	   de	   litio	   en	   50	  
mM	   EDTA),	   se	   lavaron	   con	   etanol	   al	   75%	   en	  
agua	   y	   luego,	   al	   100%	   y,	   finalmente,	   se	  
resuspendieron	   en	   agua	   libre	   de	   nucleasas	  
(Zhong	  y	   col.,	   2005).	   	   La	   cuantificación	  de	   los	  
RNAs	   obtenidos	   se	   realizó	   midiendo	   su	  
absorbancia	   a	   260	   nm	   y	   su	   integridad	   se	  
determinó	   mediante	   electroforesis	   de	   una	  
pequeña	  muestra	   de	   los	  mismos	   en	   geles	   de	  
agarosa	  (sección	  M8.2.).	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Tabla	  M1.	  Plásmidos	  empleados	  en	  este	  trabajo	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M2.2.3.-­‐	  Electroporación	  
	  
Para	  la	  electroporación	  de	  células	  con	  
un	   RNA	   transcrito	   in	   vitro	   (IVT),	   éstas	   se	  
levantaron	   con	   una	   solución	   al	   0.5%	   de	  
tripsina/EDTA,	   se	   resuspendieron	   en	   DMEMc	  
hasta	   obtener	   una	   suspensión	   celular	  
homogénea	   y	   se	   lavaron	   con	  PBS.	   Las	   células	  
se	   resuspendieron	   en	   Citomix	   (120	   mM	   KCl,	  
0.15	   mM	   CaCl2,	   10	   mM	   K2HPO4/	   KH2PO4	   pH	  
7.6,	  25	  mM	  HEPES,	  2	  mM	  EGTA,	  5	  mM	  MgCl2,	  
H2O,	   pH	   7.6)	   suplementado	   con	   5	   mM	  
glutatión	   (dilución	   1:20	   de	   un	   stock	   de	  
glutatión	   100	   mM	   en	   H2O,	   pH	   7.6)	   a	   una	  
concentración	   de	   1x107	   células/ml.	   A	  
continuación,	  se	  mezclaron	  10	  µg	  de	  RNA	   IVT	  
(1	   µg	   de	   RNA	   IVT	   por	   cada	   1x106	   células	   a	  
electroporar)	   en	   0.4	   ml	   de	   la	   suspensión	  
celular	   anterior.	   La	   mezcla	   resultante	   se	  
transfirió	  a	  una	  cubeta	  de	  electroporación	  de	  
4	   mm	   (Biorad)	   y	   se	   conservó	   en	   hielo	   hasta	  
someterla	  a	  un	  pulso	  de	  0.27	  kV,	  100	  Ohms	  y	  
960	  µF	  en	  un	  sistema	  Gene	  Pulser	  de	  Bio-­‐Rad.	  
Inmediatamente	  después	  del	  pulso,	  las	  células	  
se	   mantuvieron	   a	   4°C	   durante	   10	   min	   para	  
trasvasarse,	   finalmente,	   a	   una	   botella	   T75	   de	  
tapón	  con	  filtro	  (Corning)	  en	  15	  ml	  de	  DMEMc	  
e	  incubarse	  a	  37°C.	  En	  este	  punto,	  los	  cultivos	  
celulares	  se	   llevaron	  a	  un	  laboratorio	  de	  nivel	  
3	  de	  contención	  biológica.	  
En	   el	   caso	   de	   los	   virus	   JFH-­‐1	   y	  
quimeras,	  el	  RNA	  IVT	  se	  electroporó	  en	  células	  
Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	   mientras	   que	   para	   el	   virus	  
TNcc	  se	  	  emplearon	  células	  Huh-­‐7.5.	  	  
A	   distintos	   tiempos	   post-­‐	  
electroporación	  (días	  3,	  6	  y	  9	  para	  JFH-­‐1	  y	   los	  
virus	   quimera	   y	   días	   2,	   3,	   4	   y	   8	   para	   el	   virus	  
TNcc),	   se	   recogieron	   sobrenadantes	   que	   se	  
conservaron	  alicuoteados	  a	   -­‐80°C	  y	  se	   repuso	  
el	  medio	  de	  cultivo	  para	  su	  incubación	  a	  37°C	  
hasta	  el	  siguiente	  punto	  de	  recogida.	  	  
Para	   determinar	   la	   eficiencia	   de	  
electroporación,	   además	   de	   medir	   la	  
infectividad	   del	   sobrenadante	   a	   distintos	  
tiempos	  post-­‐transfección	  (sección	  M2.2.4),	  se	  
tomaron	   muestras	   de	   las	   distintas	   líneas	  
	  
Tabla	  M1.	  Plásmidos	  empleados	  en	  este	  trabajo	  (continuación)	  
1Cedido	  por	  Jens	  Bukh	  (Huidovre	  Hospital	  Copenhagen,	  Denmark)	  
2Cedido	  por	  T.	  Wakita	  (Universidad	  de	  Tokyo)	  
3Cedido	  por	  Juan	  Ortín	  (CNB,	  CSIC)	  
4Cedido	  por	  F.	  L.	  Cosset	  (INSERM,	  Lyon)	  
5Cedido	  por	  D.	  Trono	  (EPFL,	  Laussanne)	  
6Generado	  en	  el	  laboratorio	  de	  P.	  Gastaminza	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celulares	   y	   se	   analizaron	   mediante	  
inmunofluorescencia	   a	   días	   3	   y	   9	   post-­‐
electroporación	  en	  el	  caso	  de	  JFH-­‐1	  y	  los	  virus	  
quimera	  y	  a	  día	  2,	  en	  el	  caso	  de	   la	  cepa	  TNcc	  
(sección	  M2.2.4).	  
	  
	  
M2.2.4.-­‐	  Titulación	  mediante	  dilución	  límite,	  
inmunofluorescencia	  y	  recuento	  de	  focos	  de	  
infección.	  
	  
La	   titulación	   de	   stocks	   de	   virus	   y	  
muestras	   inoculadas	   con	   el	   virus	   de	   la	  
hepatitis	   C	   se	   llevó	   a	   cabo	  mediante	   dilución	  
límite	   y	   análisis	   de	   formación	   de	   focos	   de	  
infección	   por	   inmunomicroscopía	   de	  
fluorescencia.	   Cada	   foco	   de	   infección	   se	  
atribuye	   a	   una	   única	   partícula	   infecciosa,	  
también	   definida	   como	   unidad	   formadora	   de	  
focos.	   El	   número	   de	   focos	   de	   infección	  
obtenido	  por	  inoculación	  de	  células	  naïve	  con	  
diluciones	   seriadas	  de	  una	  misma	  muestra	   se	  
usa	   para	   determinar	   el	   título	   de	   infectividad	  
asociado	  a	  dicha	  muestra.	  
Para	  determinar	  la	  infectividad	  de	  una	  
muestra,	  se	  sembraron	  células	  Huh-­‐7.5.1	  clon-­‐
2	   en	   un	   formato	   de	   placa	  multipocillo	  Mw96	  
(1x104	   células	   por	   pocillo),	   en	   triplicado	   para	  
cada	  muestra,	   y	   se	   incubaron	  a	   37°C	  durante	  
24	   horas.	   Se	   prepararon	   diluciones	   seriadas	  
(1:5)	   de	   las	  muestras	   infecciosas	   y	   las	   células	  
se	  inocularon	  con	  100	  µl	  de	  cada	  dilución	  para	  
incubarse	  a	  37°C	  durante	  72	  horas.	  Las	  células	  
se	   fijaron	   durante	   20	   min	   a	   TA	   con	   una	  
solución	   de	   formaldehído	   al	   4%	   en	   PBS	   y	   se	  
lavaron	  dos	  veces	  con	  PBS.	  	  
Para	  permeabilizar	  las	  células,	  éstas	  se	  
incubaron	   a	   TA	   durante	   1	   hora	   con	   30	   µl	   de	  
buffer	   de	   incubación	   (3%	   de	   BSA,	   0.3%	   de	  
Tritón	   X-­‐100	   diluidos	   en	   PBS)	   y,	   a	  
continuación,	   con	   25	   µl	   de	   una	   dilución	   a	   1	  
µg/ml	   del	   anticuerpo	   primario	   anti-­‐E2	   AR3A	  
(anti-­‐core	   (C7-­‐50)	   para	   la	   cepa	   TNcc)	   (Tabla	  
M2)	  en	  buffer	  de	  unión	   (3%	  de	  BSA,	  0.3%	  de	  
Tritón	  X-­‐100	  diluidos	  en	  PBS)	  a	  TA	  y	  durante	  1	  
hora.	  Tras	  dos	   lavados	  con	  200	  µl	  de	  PBS,	   las	  
células	  se	  incubaron	  con	  25	  µl	  de	  una	  dilución	  
1:500	   en	   buffer	   de	   unión	   del	   anticuerpo	  
secundario	   correspondiente	   conjugado	   al	  
fluoróforo	  Alexa	  555	  (Alexa	  594,	  en	  el	  caso	  de	  
la	   cepa	   TNcc)	   (Tabla	   M2).	   Esta	   dilución	   de	  
anticuerpo	   también	   incluía	   el	   reactivo	   4,6-­‐
diamino-­‐2-­‐fenilindol	   (DAPI)	   a	   1	   µg/ml	   para	  
teñir	   los	   núcleos	   celulares.	   Las	   células	   se	  
lavaron	   dos	   veces	   con	   200	   µl	   de	   PBS	   y	   se	  
conservaron	   en	   50	   µl	   de	   PBS	   a	   4°C	   hasta	   ser	  
analizadas	   por	   microscopía	   de	   fluorescencia.	  
Esta	   misma	   metodología	   se	   empleó	   en	   el	  
análisis	   de	   proteínas	   virales	   como	  medida	   de	  
eficiencia	   en	   los	   ensayos	   de	   electroporación	  
(sección	   M2.2.3)	   y	   para	   verificar	   el	  
establecimiento	   de	   una	   infección	   persistente	  
por	   el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   (ver	   sección	  
M2.3.3).	  	  
	   Las	   muestras	   se	   analizaron	   en	   un	  
microscopio	   de	   fluorescencia	   Leica	   (DMI	  
6000B)	   acoplado	   a	   una	   cámara	   digital	   (Orca	  
R2)	   mediante	   recuento	   del	   número	   de	   focos	  
de	   infección.	   Sólo	   se	   consideraron	   aquellas	  
diluciones	  en	  las	  que	  los	  focos	  de	  infección	  se	  
distinguían	   como	   unidades	   discretas	   hasta	  
llegar	  a	  la	  dilución	  que	  resulta	  negativa	  para	  la	  
formación	  de	  dichos	  focos	  (dilución	  límite).	  	  
El	   título	  de	   infectividad	  (en	  ffu/ml)	  de	  
cada	   muestra	   se	   calculó	   multiplicando	   el	  
número	  de	   focos	  de	   infección	  de	  cada	  pocillo	  
por	   su	   correspondiente	   factor	   de	   dilución.	   El	  
valor	   resultante	   se	   multiplicó	   por	   10	   para	  
obtener	  el	  número	  de	  focos	  por	  ml	  (ya	  que	  se	  
usaron	   100	   µl	   para	   la	   titulación).	   A	  
continuación,	   se	   promedió	   el	   título	   de	  
infectividad	   estimado	   para	   las	   diferentes	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diluciones	  y	  el	  título	  de	  	  infectividad	  estimado	  
para	  cada	  triplicado.	  
	  
	  
	  
	  
M2.2.5.-­‐	   Producción	   de	   stocks	   de	   virus	   por	  
propagación	  de	  virus	  infeccioso	  
	  
Todos	   los	  ensayos	  de	   infección	  con	  el	  
virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   se	   realizaron	   en	   un	  
	  
	  
	  
Tabla	  M2.	  Anticuerpos	  utilizados	  en	  este	  trabajo	  
(a) Acm,	  Anticuerpo	  monoclonal;	  Acp,	  Anticuerpo	  policlonal	  
(b) Especie	  animal	  en	  la	  que	  se	  generó	  el	  anticuerpo	  
(c) Casas	  comerciales	  o	  laboratorios	  de	  donde	  se	  obtuvieron	  los	  anticuerpos.	  Dr.	  Mansun	  Law,	  The	  
Scripps	  Research	  Institute,	  La	  Jolla,	  California,	  EEUU.	  
(d) Referencia	  del	  anticuerpo	  asignada	  por	  la	  casa	  comercial	  
(e) Se	  indica	  la	  técnica	  en	  la	  que	  se	  utilizan	  los	  anticuerpos	  y	  la	  dilución	  de	  trabajo.	  WB,	  Western	  
Blot;	  IF,	  Inmunofluorescencia;	  ELISA,	  Ensayo	  por	  inmunoabsorción	  ligado	  a	  enzimas	  
**Dilución	  variable	  en	  función	  del	  anticuerpo	  primario	  al	  que	  se	  uniera	  (	  1:3000	  para	  α1AT,	  
1:5000	  para	  LPIN1	  y	  1:20000	  para	  Actina	  y	  NS3)	  	  
***	  La	  dilución	  varía	  en	  función	  del	  lote.	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laboratorio	  de	  nivel	  3	  de	  contención	  biológica.	  
Para	   la	   producción	   de	   stocks	   de	   virus	  
(JFH-­‐1	  y	  D183v),	  los	  sobrenadantes	  infecciosos	  
generados	   por	   electroporación	   se	   diluyeron	  
en	  DMEMc	  hasta	  obtener	  una	  MDI	  de	  0.01	   y	  
se	  utilizaron	  para	   inocular	  células	  naïve	   (Huh-­‐
7.5.1	   clon-­‐2)	   sembradas	   a	   una	   densidad	   de	  
4,5x106	  células	   en	   una	   botella	   T162	   de	   tapón	  
con	  filtro	  (Corning).	  En	  el	  caso	  de	  JFH-­‐1,	  a	  día	  3	  
post-­‐infección,	   las	  células	  se	   levantaron	  con	  1	  
ml	  de	  una	  solución	  al	  0.5%	  de	  tripsina/EDTA	  y	  
se	   resuspendieron	   en	   9	   ml	   de	   DMEMc;	   esta	  
mezcla	   se	   llevó	   a	   un	   volumen	   final	   de	   60	  ml	  
con	  DMEMc	  y	  se	  repartió	  en	  tres	  botellas	  T162	  
idénticas	  a	  la	  anterior	  que	  se	  incubaron	  a	  37°C	  
durante	  72	  horas.	  Durante	  los	  días	  de	  máxima	  
producción	  viral	  (días	  6-­‐9	  para	  JFH-­‐1	  y	  días	  3-­‐6	  
para	  D183v),	   los	  sobrenadantes	  se	  recogieron	  
diariamente	  y	  se	  centrifugaron	  durante	  5	  min	  
a	   4000	   rpm	   para	   eliminar	   posibles	   restos	  
celulares.	  Éstos	  se	  conservaron	  en	  alícuotas	  a	  	  
-­‐80°C.	  	  
En	   el	   caso	   de	   la	   cepa	   TNcc,	   los	  
sobrenadantes	  generados	  por	  electroporación	  
se	   usaron	   directamente	   para	   ensayos	   de	  
infección	   ya	   que	   este	   virus	   no	   se	   puede	  
propagar	  en	  cultivo.	  
	  
	  
M2.3.-­‐	  Ensayos	  de	  infección	  con	  el	  virus	  de	  la	  
hepatitis	  C	  
	  
M2.3.1.-­‐	  Infección	  de	  ciclo	  único	  
	  
Para	   llevar	   a	   cabo	   una	   infección	   de	  
ciclo	  único	  se	  sembraron,	  en	  triplicado,	  células	  
Huh-­‐7	   en	   un	   formato	   de	   placa	   multipocillo	  
Mw24,	   a	   una	   densidad	   de	   5x104	   células	   por	  
pocillo,	   y	   se	   incubaron	   a	   37°C	   durante	   24	  
horas.	   Al	   día	   siguiente,	   las	   células	   se	  
inocularon	   con	   el	   stock	   de	   D183v	   diluido	   en	  
DMEMc	   hasta	   obtener	   una	   MDI	   de	   10	   y	   se	  
incubaron	   a	   37°C.	   Tras	   5	   horas	   de	   adsorción,	  
se	  retiró	  el	  inóculo	  y	  las	  células	  se	  lavaron	  dos	  
veces	   con	   PBS	   atemperado.	   Salvo	   en	   el	   caso	  
de	  las	  células	  que	  fueron	  procesadas	  a	  5	  horas	  
post-­‐infección	  (hpi),	  al	  resto	  se	  les	  añadió	  500	  
µl	   de	   DMEMc	   para	   su	   incubación	   a	   37°C	  
durante	  24,	  48	  y	  72	  horas.	  
Con	   objeto	   de	   determinar	   los	   niveles	  
de	   RNA	   viral	   parental,	   las	   células	  
correspondientes	   al	   punto	   de	   recogida	   de	   5	  
hpi	   se	   resuspendieron	   en	   500	   µl	   de	  
isotiocianato	   de	   guanidinio	   (GTC)	   y	   se	  
almacenaron	   a	   -­‐80°C	   hasta	   ser	   procesadas	  
según	  se	  describe	  en	  la	  sección	  M9.1.	  
Para	   analizar	   tanto	   la	   producción	   de	  
virus	   progenie	   como	   la	   acumulación	  
intracelular	  de	  RNA	  viral	  durante	   la	   infección,	  
las	   muestras	   correspondientes	   a	   los	   tiempos	  
24,	  48	  y	  72	  hpi	  se	  procesaron	  como	  se	  indica	  a	  
continuación.	   Para	   determinar	   los	   títulos	   de	  
infectividad	   extracelular,	   se	   recogieron	   los	  
distintos	   sobrenadantes	   y	   se	   titularon	  
mediante	  dilución	  límite	  e	  inmunomicroscopía	  
de	   fluorescencia	   (sección	   M2.2.4).	   A	  
continuación,	   las	   células	   se	   lavaron	   con	   PBS	  
atemperado,	  se	  levantaron	  con	  100	  µl	  de	  una	  
solución	   al	   0.5%	   de	   tripsina/EDTA	   y	   se	  
resuspendieron	  en	  500	  µl	  de	  DMEMc.	  Así,	  de	  
los	  600	  µl	  de	  suspensión	  celular	  anteriores	  se	  
trasvasaron	   5/6	   a	   un	   tubo	   de	   1.5	   ml	   para	  
determinar	   la	   infectividad	   intracelular	   según	  
se	  describe	  en	  (Gastaminza,	  Kapadia,	  y	  Chisari	  
2006)	   y	   el	   resto	   se	   resuspendió	   en	   400	  µl	   de	  
GTC	   para	   la	   extracción	   de	   RNA	   intracelular	  
según	  se	   indica	  en	   la	   sección	  M9.1.	  Todas	   las	  
muestras	   se	   conservaron	   a	   -­‐80°C	   hasta	   su	  
análisis.	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M2.3.2.-­‐	   Infección	   de	   ciclo	   múltiple	   para	  
evaluación	  de	  compuestos	  antivirales	  
	  
Para	   llevar	   a	   cabo	   una	   infección	   de	  
ciclo	   múltiple,	   en	   los	   ensayos	   relativos	   al	  
análisis	   de	   compuestos	   de	   la	   quimioteca	   del	  
NIH	   (secciones	   R.1.2	   y	   R1.6),	   se	   sembraron	  
células	   Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	   en	   un	   formato	   de	  
placa	   multipocillo	   Mw6	   (5x105	   células	   por	  
pocillo),	  en	  triplicados	  para	  cada	  muestra,	  y	  en	  
un	   volumen	   final	   de	   2	   ml	   y	   se	   incubaron	   a	  
37°C	   durante	   24	   horas.	   Se	   prepararon	   stocks	  
de	   cada	   compuesto	   a	   una	   concentración	   que	  
era	  dos	  veces	  la	  establecida	  en	  la	  sección	  R1.2.	  
Las	   células	   se	   inocularon	   con	   una	  mezcla	   1:1	  
del	   stock	   de	   virus	   (JFH-­‐1	   o	   virus	   quimera,	  
según	   las	  características	  de	  cada	  ensayo;	  MDI	  
de	  0.01	  o	  0.005,	  respectivamente)	  y	  la	  dilución	  
correspondiente	   de	   cada	   compuesto,	   de	  
manera	   que	   la	   concentración	   final	   de	   cada	  
uno	   de	   ellos	   fuera	   la	   que	   se	   indica	   en	   la	  
sección	   R1.2.	   Se	   incluyó	   DMSO	   como	   control	  
(vehículo).	   Las	   células	   se	   incubaron	   a	   37°C	  
durante	  3	  días,	  se	  levantaron	  con	  una	  solución	  
al	   0.5%	   de	   tripsina/EDTA,	   se	   diluyeron	   en	  
DMEMc	   suplementado	   con	   las	  
concentraciones	  anteriormente	  indicadas	  para	  
cada	   uno	   de	   los	   compuestos	   y,	   nuevamente,	  
se	   sembraron	   en	   pocillos	   de	   Mw6	   en	  
proporción	  1:3.	  A	  continuación,	  se	  incubaron	  a	  
37°C	   durante	   3	   días.	   Las	   células	   se	  
resuspendieron	   directamente	   en	   500	   µl	   de	  
GTC	   y	   se	   almacenaron	   a	   -­‐80°C	   hasta	   su	  
procesamiento	  para	  determinar	  los	  niveles	  de	  
RNA	  viral	  según	  se	  describe	  en	  la	  sección	  M9.	  	  
	  
M2.3.2.1.-­‐	   Infección	   con	   la	   cepa	   TNcc	   del	  
genotipo	  1a	  
	  
Los	   experimentos	   de	   infección	   con	   la	  
cepa	   TNcc	   del	   genotipo	   1a	   del	   virus	   de	   la	  
hepatitis	   C	   se	   realizaron	   a	   baja	   multiplicidad	  
de	   infección	   (MDI	   de	   0.005).	   Para	   ello,	   se	  
sembraron	   células	  Huh-­‐7.5	   en	   un	   formato	   de	  
placa	   multipocillo	   Mw24	   (5x104	   células	   por	  
pocillo),	   en	   triplicados,	   y	   se	   incubaron	  a	   37°C	  
durante	   24	  horas.	   Las	   células	   se	   inocularon	   a	  
una	   MDI	   de	   0.005	   y	   se	   incubaron	   a	   37°C	  
durante	   72	   horas.	   Dado	   el	   bajo	   nivel	   de	  
replicación	   de	   TNcc,	   se	   incluyó	   un	   control	   de	  
células	  infectadas	  tratadas	  con	  el	  inhibidor	  de	  
replicación	   2-­‐C-­‐metiladenosina	   (Carroll	   y	   col.,	  
2003)	   (2mAde;	  10	  µM)	  para	  distinguir	  el	  RNA	  
parental	   del	   RNA	   derivado	   de	   replicación.	   A	  
continuación,	   las	   células	   se	   lavaron	   con	   PBS,	  
se	   resuspendieron	   en	   500	   µl	   de	   GTC	   y	   se	  
almacenaron	   a	   -­‐80°C	   hasta	   ser	   procesadas	  
según	   se	   describe	   en	   la	   sección	   M9.1.	   El	  
análisis	  de	  los	  niveles	  de	  RNA	  viral	  intracelular	  
se	   llevó	   a	   cabo	  mediante	  RT-­‐PCR	   cuantitativa	  
(sección	  M9.2).	  	  
	  
	  
M2.3.3.-­‐	  Infección	  persistente	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Para	  el	  establecimiento	  de	  una	  infección	  
persistente	   por	   el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   se	  
sembraron	   células	   Huh-­‐7	   en	   una	   botella	   T75	  
de	   tapón	   con	   filtro	   (Corning)	   a	   una	   densidad	  
de	  2x106	  células	  y	  se	  incubaron	  a	  37°C	  durante	  
24	   horas.	   Al	   día	   siguiente,	   las	   células	   se	  
inocularon	   con	   el	   stock	   de	   JFH-­‐1	   diluido	   en	  
DMEMc	  hasta	  obtener	  una	  MDI	  de	  0.01	  en	  un	  
volumen	  final	  de	  10	  ml	  y	  se	   incubaron	  a	  37°C	  
durante	   13-­‐14	   días.	   Con	   objeto	   de	  mantener	  
las	   células	   en	   subconfluencia	   y	   asegurar	   la	  
progresión	   de	   la	   infección,	   éstas	   se	  
propagaron	   cada	   3	   días.	   A	   día	   13-­‐14	   post-­‐
inoculación,	   los	   cultivos	   muestran	   una	  
reducción	   visible	   en	   su	   capacidad	   de	  
proliferación	   ya	   que	   la	   infección	   se	   ha	  
propagado	  a	   todas	   las	   células,	   	   tal	   y	   como	   se	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verifica	   mediante	   microscopía	   de	  
inmunofluorescencia	   (sección	  M2.2.4)	   (Zhong	  
y	  col.,	  2006).	  A	  partir	  de	  este	  punto,	  las	  células	  
se	   cultivaron	   como	   las	   Huh-­‐7	   (sección	   M1.1)	  
durante	   un	   periodo	   máximo	   aproximado	   de	  
cuarenta	  días.	  
Para	   los	   estudios	   de	   silenciamiento	  
génico	  en	  cultivos	  de	  células	  persistentemente	  
infectadas	  (sección	  R2.7),	  se	  sembraron	  2x105	  
células	   por	   pocillo	   de	   una	   placa	   multipocillo	  
Mw6,	   en	   duplicados	   para	   cada	  muestra,	   y	   se	  
incubaron	  a	  37°C	  durante	  24	  horas.	  Las	  células	  
se	   transdujeron	   con	   las	   construcciones	  
lentivirales	   generadas	   en	   la	   sección	   M5.2.	   A	  
días	   7,	   10	   y	   13	   post-­‐transducción,	   las	   células	  
se	  lavaron	  con	  PBS	  atemperado,	  se	  levantaron	  
con	  una	  solución	  al	  0.5%	  de	  tripsina/EDTA	  y	  se	  
resuspendieron	  en	  DMEMc	  para	  proceder	  a	  su	  
recuento.	   Las	   células	   se	   sembraron	   en	  
distintos	   formatos	   de	   placa	   multipocillo	  
dependiendo	   del	   parámetro	   a	   analizar.	   Para	  
evaluar	   infectividad	   extracelular	   y	   RNA	   viral	  
intracelular	  se	  sembraron,	  en	  triplicado,	  1x105	  
células	  por	  pocillo	  de	  Mw24	  que	  se	  incubaron	  
a	  37°C	  durante	  24	  horas.	  Para	  mantenimiento	  
de	   las	   líneas	   celulares	   se	   sembraron	   4x105	  
células	  en	  un	  único	  pocillo	  de	  Mw6	  y,	  para	   la	  
obtención	   de	   extractos	   de	   proteína	   total	   con	  
objeto	   de	   analizar	   el	   silenciamiento	   génico	  
mediante	  Western	   Blot	   (sección	  M10),	   8x105	  
células	  por	  pocillo	  de	  Mw6.	  En	  todos	  los	  casos,	  
las	   células	   se	   incubaron	   a	   37°C	   durante	   24	  
horas	  y	  se	  procesaron	  según	  se	  describe	  en	  la	  
sección	   M2.3.1.	   Las	   muestras	   generadas	   se	  
conservaron	  a	  -­‐80°C	  hasta	  su	  análisis.	  
	   Para	   el	   estudio	   de	   la	   colección	   de	  
compuestos	   químicos	   que	   se	   describe	   en	   la	  
sección	  R1.4	  y	  una	  vez	  establecida	  la	  infección	  
persistente,	   se	   sembraron	   células	   en	   formato	  
de	  placa	  multipocillo	  Mw24,	  en	  triplicado	  para	  
cada	   muestra,	   y	   a	   una	   densidad	   de	   1x105	  
células	   por	   pocillo.	   Estas	   células	   se	   trataron	  
durante	   48	   horas	   con	   los	   compuestos	  
seleccionados	   y,	   a	   continuación,	   se	  
determinaron	   los	   títulos	   de	   infectividad	   del	  
virus	   progenie	   mediante	   dilución	   límite,	  
inmunofluorescencia	   y	   recuento	   de	   focos	   de	  
infección	   (sección	   M2.2.4)	   así	   como	   la	   carga	  
de	   RNA	   viral	   mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa	  
(sección	  M9.2).	  
	  
	  
M2.4.-­‐	  Coronavirus	  humano	  229E-­‐GFP	  
	  
Para	   el	   desarrollo	   de	   esta	   Tesis	  
Doctoral,	   además	   de	   los	   diferentes	   clones	   y	  
virus	  recombinantes	  de	  hepatitis	  C	  que	  se	  han	  
descrito	   en	   secciones	   anteriores,	   también	   se	  
empleó	   el	   coronavirus	   (CoV)	   humano	   229E-­‐
GFP.	   Se	   trata	   de	   una	   cepa	   recombinante	   que	  
expresa	   la	   proteína	   GFP	   bajo	   el	   control	   del	  
elemento	   regulador	   de	   la	   transcripción	   de	  
coronavirus	  (Thiel	  y	  col.,	  2001).	  Fue	  cedido	  por	  
Volker	  Thiel	   (University	  of	  Bern,	   Switzerland).	  
	  
	  
M2.4.1.-­‐	   Generación	   de	   stocks	   del	  
coronavirus	  humano	  229E-­‐GFP	  	  
	  
Para	   la	   generación	   de	   stocks	   del	   CoV	  
humano	   229E-­‐GFP	   (Thiel	   y	   col.,	   2001)	   se	  
inocularon,	   a	   una	   MDI	   de	   0.01,	   monocapas	  
subconfluentes	   de	   células	   Huh-­‐7	   sembradas	  
en	   una	   botella	   T75	   (3,5x106	   células)	   y	   se	  
recogieron	  sobrenadantes	  a	  48	  y	  72	  hpi.	  Estos	  
sobrenadantes	   se	   centrifugaron	   a	   4000	   rpm	  
durante	   5	   min	   y,	   tras	   eliminar	   los	   restos	  
celulares,	   se	   alicuotearon	   y	   almacenaron	   a	  
	  -­‐80°C	  hasta	  su	  titulación	  según	  se	  describe	  en	  
la	  sección	  M2.4.3.	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M2.4.2.-­‐	   Infección	   y	   producción	   de	   virus	  
progenie	   por	   el	   coronavirus	   humano	   229E-­‐
GFP	  
	  
Las	   infecciones	   con	   el	   CoV	   humano	  
229E-­‐GFP	   se	   realizaron	   en	   monocapas	  
subconfluentes	   de	   células	   Huh-­‐7	   que	   se	  
sembraron	   en	   formato	   de	   placa	   multipocillo	  
Mw96	  (1x104	  células	  por	  pocillo),	  en	  triplicado	  
para	   cada	   muestra.	   Se	   incubaron	   a	   37°C	  
durante	  24	  horas.	  Al	  día	   siguiente,	   las	   células	  
se	   inocularon	  con	  diluciones	  seriadas	   (1:3)	  en	  
DMEMc	   del	   stock	   de	   CoV	   generado	   en	   la	  
sección	  M2.4.1	  y	  se	  incubaron	  a	  37°C	  durante	  
48	   horas.	   Las	   células	   se	   fijaron	   con	   una	  
solución	   de	   formaldehído	   al	   4%	   en	   PBS	  
durante	   20	   min	   a	   TA	   y	   se	   lavaron	   dos	   veces	  
con	  PBS.	  Para	  determinar	  la	  eficiencia	  relativa	  
de	   infección	  se	  siguió	   la	  metodología	  descrita	  
en	  la	  sección	  M2.4.3.	  
Para	   determinar	   la	   capacidad	   de	  
propagación	   del	   virus,	   se	   sembraron	   células	  
Huh-­‐7	   en	   un	   formato	   de	   placa	   multipocillo	  
Mw24	  (5x104	  células	  por	  pocillo),	  en	  triplicado	  
para	   cada	   muestra,	   y	   se	   incubaron	   a	   37°C	  
durante	   24	   horas.	   Las	   células	   se	   inocularon	  
con	   el	   CoV	   humano	   229E-­‐GFP	   a	   una	  MDI	   de	  
0.01	  y	  se	  incubaron	  a	  37°C	  durante	  24	  horas.	  A	  
continuación,	   las	  células	   se	   lavaron	  dos	  veces	  
con	   PBS	   atemperado	   y	   se	   incubaron	   en	   un	  
volumen	   final	   de	   500	   	   µl	   de	  DMEMc,	   a	   37°C,	  
durante	   48	   horas.	   Se	   recogieron	   los	  
sobrenadantes	   para	   su	   titulación	   según	   la	  
metodología	  descrita	  en	  la	  sección	  M2.4.3.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
M2.4.3.-­‐	   Titulación	   del	   coronavirus	   humano	  
229E-­‐GFP	   mediante	   dilución	   límite,	  
inmunofluorescencia	   y	   recuento	   de	   focos	   de	  
infección	  	  
	  
Para	   la	   titulación	   de	   stocks	   y/o	  
muestras	  inoculadas	  con	  el	  CoV	  humano	  229E-­‐
GFP	   se	   siguió	  una	  variante	  de	   la	  metodología	  
descrita	   en	   la	   sección	   M2.2.4.	   Una	   vez	  
realizada	   la	   titulación,	   las	  muestras	   se	   fijaron	  
con	   formaldehído	   al	   4%	   en	   PBS	   y,	  
directamente,	   se	   analizó	   la	   señal	   de	   GFP	   de	  
cada	   una	   de	   ellas	   mediante	  
inmunomicroscopía	   de	   fluorescencia	   y	  
recuento	   del	   número	   de	   focos	   de	   infección	  
(ver	  sección	  M2.2.4).	  	  
	  
	  
M3.-­‐	   Ensayos	   de	   replicación	   transitoria	   por	  
transfección	  de	  RNAs	  virales	  subgenómicos	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Para	   determinar	   la	   eficiencia	   de	  
traducción	  primaria	   y	   replicación	   en	   ausencia	  
de	   infección,	   se	   emplearon	   ensayos	  
sustitutivos	   basados	   en	   replicones	  
subgenómicos	   (SGR)	  dicistrónicos	  del	  virus	  de	  
la	  hepatitis	  C:	  
	  
SGR-­‐JFH1-­‐luc:	   replicón	   subgenómico	  
basado	   en	   la	   secuencia	   consenso	   de	   la	   cepa	  
JFH-­‐1	  del	  virus	  de	   la	  hepatitis	  C	   (genotipo	  2a)	  
(Kato	   y	   col.,	   2003)	   que	   consta	   de	   dos	  
cistrones:	  el	  primero,	  que	  contiene	  el	   IRES	  de	  
HCV	  para	  la	  traducción	  de	  un	  gen	  reportero	  de	  
luciferasa	  (Photynus	  pyralis)	  y	  el	  segundo,	  que	  
contiene	   el	   IRES	   del	   virus	   de	   la	  
encefalomiocarditis	  (ECMV)	  para	  la	  traducción	  
de	  las	  proteínas	  no	  estructurales	  (NS3-­‐NS5B)	  y	  
las	  secuencias	  3´UTR	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
que,	  junto	  con	  las	  secuencias	  5´UTR	  presentes	  
en	   el	   primer	   cistrón,	   permiten	   la	   replicación	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del	  minigenoma.	  Se	  ha	  empleado	  en	  estudios	  
relativos	   a	   la	   replicación	   del	   genotipo	   2a	   de	  
HCV.	  Cedido	  por	  Ralf	  Barstenschlager.	  
	  
SGR-­‐JFH1-­‐luc-­‐ΔGND:	   replicón	  
subgenómico	   similar	   al	   SGR-­‐JFH1-­‐luc	   aunque	  
portador	   de	   una	   mutación	   puntual	   (GDD	   >	  
GND)	   a	   nivel	   del	   motivo	   catalítico	   de	   la	  
proteína	   NS5B	   que	   lo	   hace	   defectivo	   en	  
replicación	  (Kato	  y	  col.,	  2003).	  En	  este	  caso,	  el	  
gen	   luc	   de	  Photynus	   ha	   sido	   sustituído	  por	   el	  
de	   Renilla.	   Este	   replicón	   se	   ha	   empleado	   en	  
estudios	   de	   traducción	   primaria.	   Cedido	   por	  
Frank	  Chisari.	  
	  
Ambos	   replicones	   se	   generaron	  
mediante	   transcripción	   in	   vitro	   de	   los	   cDNAs	  
correspondientes	   (Tabla	   M1).	   Los	   RNAs	  
resultantes	   se	   transfectaron	   en	   células	  Huh-­‐7	  
con	  Lipofectamina	  2000	  (Invitrogen)	  siguiendo	  
las	   recomendaciones	   del	   proveedor.	   Para	   un	  
formato	   de	   placa	   multipocillo	   Mw96	   (2x104	  
células	  por	  pocillo),	   la	  mezcla	  de	   transfección	  
se	   preparó	   como	   una	   dilución	   1:100	   de	  
Lipofectamine	   2000	   en	   OPTIMEM	   (Gibco)	   y	  
100	   ng	   de	   RNA	   viral.	   A	   5	   hpt	   la	   mezcla	   de	  
transfección	   se	   reemplazó	   por	   DMEMc.	   Las	  
células	  se	  incubaron	  a	  37°C	  durante	  un	  tiempo	  
que	  varió	  en	  función	  de	  las	  características	  del	  
ensayo.	  	  
	   	  
En	  los	  ensayos	  de	  replicación	  del	  SGR-­‐
JFH1	  relativos	  al	  análisis	  de	  compuestos	  de	   la	  
quimioteca	   del	   NIH	   (sección	   R1.3),	   se	  
electroporaron	   células	   Huh-­‐7	   con	   5	   µg	   del	  
RNA	   IVT	   correspondiente	   (Tabla	   M1).	   El	  
procedimiento	   que	   se	   siguió	   para	   dicha	  
electroporación	   es	   idéntico	   al	   descrito	   en	   la	  
sección	   M2.2.3.	   Una	   vez	   electroporadas,	   las	  
células	   se	   sembraron	   en	   formato	   de	   placa	  
multipocillo	  Mw96	  (2x104	  células	  por	  pocillo),	  
en	   duplicados	   por	   condición	   experimental,	   y	  
se	   incubaron	   a	   37°C	   durante	   5	   horas.	   A	  
continuación,	   las	   células	   se	   incubaron	   con	   la	  
dilución	   correspondiente	   de	   cada	   compuesto	  
a	   37°C	   durante	   24	   horas.	   Los	   niveles	   de	  
actividad	   luciferasa	   (Photynus)	   se	  
determinaron	  a	  24	  horas	  post-­‐electroporación	  
(hpe)	  según	  se	  describe	  en	  la	  sección	  M6.	  
	  
	  
M4.-­‐	   Partículas	   transcomplementadas	   de	  
hepatitis	  C	  (HCVTCPs)	  
	  
Las	   partículas	   transcomplementadas	  
de	   hepatitis	   C	   (HCVTCPs)	   son	   partículas	   virales	  
auténticas	   que	   portan	   un	   genoma	   defectivo	  
que	   impide	   su	   propagación	   y	   que,	   por	   tanto,	  
recapitulan	   un	   único	   ciclo	   de	   infección.	   Las	  
HCVTCPs	  representan	  una	  herramienta	  muy	  útil	  
en	   el	   estudio	   de	   aspectos	   tempranos	   de	   la	  
infección	  con	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  (entrada	  
viral,	  traducción	  y	  replicación	  del	  RNA	  viral)	  en	  
laboratorios	  con	  nivel	  de	  bioseguridad	  2.	  	  
Para	   la	   producción	   de	   HCVTCPs	   se	  
generaron	   líneas	   celulares	   empaquetadoras	  
Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	   que	   expresan	   las	   proteínas	  
virales	   core-­‐E1	   y	   E2-­‐p7-­‐NS2	   a	   partir	   de	   dos	  
construcciones	   lentivirales	   integradas	   por	  
transducción.	   Estas	   células	   fueron	  
electroporadas	   con	   el	   RNA	   transcrito	   in	   vitro	  
del	   replicón	   SGR-­‐JFH1-­‐luc	   según	   se	   describe	  
en	   (Steinmann	   y	   col.,	   2008).	   Los	  
sobrenadantes	   infecciosos	   de	   las	   células	  
electroporadas	  se	  recogieron	  a	  24,	  48,	  72	  y	  96	  
hpe	   y	   se	   filtraron	   con	  un	   tamaño	  de	  poro	  de	  
0.45	  µm	  .	  	  
Para	   verificar	   la	   infectividad	   de	   las	  
HCVTCPs	  generadas,	  se	  sembraron	  células	  Huh-­‐
7,	   en	   triplicado	   y	   en	   un	   formato	   de	   placa	  
multipocillo	  Mw96	  (1x104	  células	  por	  pocillo),	  
y	  al	  día	  siguiente	  se	   inocularon	  con	  200	  µl	  de	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cada	   stock	   de	   sobrenadante.	   Las	   células	   se	  
incubaron	   a	   37°C	   durante	   48-­‐72	   horas.	   La	  
infectividad	   de	   los	   sobrenadantes	   se	  
determinó	   midiendo	   los	   niveles	   de	   actividad	  
luciferasa	  según	  se	  describe	  en	  la	  sección	  M6.	  	  
	  
	  
M5.-­‐	  Vectores	  retrovirales	  
	  
Para	   el	   desarrollo	   de	   esta	   Tesis	  
Doctoral	   se	   han	   empleado	   dos	   tipos	   de	  
vectores	   retrovirales:	   uno,	   basado	   en	   el	  
empleo	   de	   secuencias	   reguladoras	  
procedentes	   del	   virus	   de	   la	   leucemia	   murina	  
(MLV)	   para	   la	   generación	   de	   partículas	  
retrovirales	   pseudotipadas	   (sección	   M5.1)	   y	  
otro,	   basado	   en	   el	   virus	   de	   la	  
inmunodeficiencia	   humana	   (HIV-­‐I)	   para	   la	  
construcción	   de	   vectores	   lentivirales	   que	  
expresan	   silenciadores	   tipo	   shRNA	   (sección	  
M5.2).	  
	   Ambos	  tipos	  de	  vectores	  se	  generaron	  
mediante	   co-­‐transfección	   de	   plásmidos	   con	  
fosfato	   cálcico	   en	   cultivos	   subconfluentes	   de	  
células	   HEK293T	   (Wigler	   y	   col.,	   1979).	  
Brevemente,	  el	  medio	  de	  cultivo	  se	  reemplazó	  
por	   DMEMc	   sin	   antibióticos	   y	   las	   células	   se	  
incubaron	   a	   37°C	   durante	   4	   horas.	   Para	   la	  
transfección	   de	   3x106	   células,	   se	   mezclaron	  
20-­‐30	   µg	   de	   los	   diferentes	   DNAs	   (según	   se	  
tratase	   de	   la	   producción	   de	   partículas	  
retrovirales	   pseudotipadas	   o	   vectores	  
lentivirales,	   respectivamente)	   en	   500	   µl	   de	  
CaCl2	   a	   250	   mM.	   La	   mezcla,	   que	   se	   añadió	  
gota	  a	  gota	  sobre	  500	  µl	  de	  HBS	  2x	   (280	  mM	  
NaCl,	  10	  mM	  KCl,	  1.5	  mM	  Na2HPO4	  .	  2H2O,	  12	  
mM	   D-­‐Glucosa,	   50	   mM	   HEPES	   pH	   7.3,	   pH	  
7.05),	   se	   incubó	   a	   TA	   durante	   1	   min.	   A	  
continuación,	  ésta	  se	  añadió	  gota	  a	  gota	  sobre	  
el	  cultivo	  celular	  que	  se	  incubó	  a	  37°C	  durante	  
12-­‐16	   horas.	   Pasado	   este	   tiempo,	   la	   solución	  
de	   transfección	   se	   reemplazó	   por	   DMEMc	   y	  
las	   células	   se	   incubaron	   a	   37°C	   durante	   24	  
horas.	   Se	   recogieron	   los	   sobrenadantes,	   se	  
filtraron	   (tamaño	   de	   poro	   0.45	   µm)	   y	   se	  
almacenaron	   como	   alícuotas	   de	   trabajo	   a	  	  
-­‐80°C.	  
	  
	  
M5.1.-­‐	  Partículas	  pseudotipadas	  	  
	  
Entendemos	   por	   partícula	  
pseudotipada	   (o	   pseudopartícula)	   una	  
partícula	   retroviral	   que	   expresa	  
ectópicamente	   las	   glicoproteínas	   de	   la	  
envuelta	   de	   un	   determinado	   virus	   y	   cuyo	  
genoma,	   que	   codifica	   un	   gen	   reportero	   de	  
luciferasa	   (Firefly),	   está	   regulado	   por	  
secuencias	   que	   proceden	   del	   virus	   de	   la	  
leucemia	   murina.	   El	   sistema	   de	   infección	  
basado	   en	   el	   empleo	   de	   pseudopartículas	   se	  
ha	   utilizado	   para	   estudiar	   aspectos	  
relacionados	   con	   las	   funciones	   específicas	   de	  
las	   glicoproteínas	   de	   la	   envuelta	   viral	   a	   nivel	  
del	  proceso	  de	  entrada	  del	  virus.	  	  
En	  la	  Tabla	  M3	  se	  indican	  los	  distintos	  
tipos	   de	   pseudopartículas	   que	   se	   emplearon	  
en	   este	   trabajo.	   Estas	   pseudopartículas	   se	  	  
generaron	  a	  partir	  de	  los	  reactivos	  cedidos	  por	  
F.	  L.	  Cosset	  (INSERM-­‐Lyon,	  Francia)	  (Tabla	  M1)	  
siguiendo	   la	   metodología	   descrita	  
anteriormente.	  La	  única	  modificación	  respecto	  
de	  dicho	  procedimiento	  alude	  a	   la	  naturaleza	  
de	  la	  mezcla	  de	  plásmidos	  que	  se	  utilizó	  y	  que	  
incluyó	   8	   µg	   del	   plásmido	   pTG5349	   (Gag-­‐Pol	  
MLV),	  8	  µg	  del	  plásmido	  pMLV-­‐Firefly-­‐Luc	  y	  5	  
µg	  de	   la	   construcción	  plasmídica	  que	  expresa	  
las	   glicoproteínas	   de	   la	   envuelta	   de	   las	  
distintas	   cepas	   de	   hepatitis	   C,	   gripe	   o	   del	  
retrovirus	   felino	  RD114	  o	  3	  µg,	  en	  el	  caso	  del	  
plásmido	   que	   expresa	   la	   proteína	   G	   del	   virus	  
de	  la	  estomatitis	  vesicular	  (VSV).	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Todos	   los	   stocks	   de	   pseudopartículas	  
que	  expresan	  las	  glicoproteínas	  de	  la	  envuelta	  
del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   (HCVPP)	   se	  
conservaron	  a	  4°C	  hasta	   su	  utilización	  ya	  que	  
mostraron	  una	  gran	  sensibilidad	  a	  los	  ciclos	  de	  
congelación-­‐descongelación.	  	  
Para	   evaluar	   la	   infectividad	   de	   estas	  
pseudopartículas,	  se	  sembraron	  células	  Huh-­‐7	  
en	   un	   formato	   de	   placa	   multipocillo	   Mw96	  
(1x104	   células	   por	   pocillo),	   en	   triplicado	   para	  
cada	  stock,	  y	   se	   incubaron	  a	  37°C	  durante	  24	  
horas.	   Al	   día	   siguiente,	   las	   células	   se	  
inocularon	   con	   200	   µl	   de	   cada	   stock	   y	   se	  
incubaron	  a	  37°C	  durante	  72	  horas.	  Los	  títulos	  
de	   infectividad	   se	  determinaron	  midiendo	   los	  
niveles	   de	   actividad	   luciferasa	   según	   se	  
describe	  en	  la	  sección	  M6.	  	  
Para	   los	   ensayos	   de	   infección	   con	  
pseudopartículas	   se	   empleó	   el	   mismo	  
procedimiento	  que	  para	  su	  titulación,	  excepto	  
en	   los	   experimentos	   de	   inhibición	  
farmacológica	   (sección	   R1.5)	   en	   los	   que	   las	  
HCVPP	  se	  mezclaron	  1:1	  con	  una	  solución	  2x	  de	  
la	   concentración	   final	   de	   fármaco	   deseada.	  
	  
	  
M5.2.-­‐	  Vectores	  lentivirales	  para	  la	  expresión	  
de	  silenciadores	  (shRNAs)	  	  
	  
Los	  vectores	  lentivirales	  empleados	  en	  
el	   desarrollo	   de	   este	   trabajo	   contienen	  
secuencias	   reguladoras	   procedentes	   del	   virus	  
HIV-­‐I	   que	   lo	   capacitan	  para	   transducir	   células	  
diana,	   integrar	   su	   genoma	   en	   el	   de	   la	   célula	  
hospedadora	  y	  asegurar	  una	  expresión	  estable	  
de	   la	   construcción	   génica	   de	   interés	   a	   largo	  
plazo.	  	  
Estos	  vectores	  se	  generaron	  mediante	  
transfección	   de	   células	   HEK293T	   siguiendo	   el	  
procedimiento	   descrito	   anteriormente	  
(sección	  M5).	  En	  este	  caso,	  las	  construcciones	  
plasmídicas	  que	  se	  emplearon	  corresponden	  a	  
un	  sistema	  de	  empaquetamiento	   lentiviral	  de	  
tercera	   generación	   (Tabla	   M1).	   Brevemente,	  
se	   co-­‐transfectaron	   los	   plásmidos	   de	  
empaquetamiento,	   pMDLg/pRRE	   (10	   µg)	   y	  
pRSV-­‐Rev	   (3.6	   µg);	   el	   plásmido	   de	   envuelta,	  
pMD2.G	   (3	   µg)	   y	   el	   vector	   de	   transferencia,	  
pLKO.1,	  que	  expresa	  un	  silenciador	  tipo	  shRNA	  
(10	  µg).	  	  
	  	  	  	  
	  
Tabla	  M3.	  Partículas	  retrovirales	  pseudotipadas	  generadas	  y	  empleadas	  en	  este	  trabajo	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En	   la	   Tabla	   M4,	   se	   indican	   las	  
secuencias	  de	  los	  distintos	  shRNAs	  empleados	  
para	  los	  ensayos	  de	  silenciamiento	  génico.	  
Para	   determinar	   los	   títulos	   de	  
infectividad	  (unidades	  de	  transducción	  por	  ml)	  
de	   cada	   stock	   de	   lentivirus	   generado,	   se	  
sembraron	   células	   Huh-­‐7	   en	   un	   formato	   de	  
placa	   multipocillo	   Mw12	   (8x104	   células	   por	  
pocillo)	   y	   se	   incubaron	   a	   37°C	   durante	   24	  
horas.	   Las	   células	   se	   inocularon	   con	  
volúmenes	  crecientes	  de	   los	  diferentes	  stocks	  
de	  lentivirus	  (30,	  100	  y	  300	  µl	  por	  pocillo)	  y,	  al	  
día	   siguiente,	   se	   incubaron	   en	   DMEMc	  
suplementado	   con	   puromicina	   (5	   µg/ml)	   a	  
37°C	   durante	   72	   horas.	   Se	   incluyeron	   dos	  
pocillos	  control	  de	  células	  Huh-­‐7	  sin	  transducir	  
y	   tratadas	   o	   no	   tratadas	   con	   puromicina.	   En	  
los	   experimentos	   de	   transducción	   que	   se	  
describen	   en	   la	   sección	   M11	   se	   empleó	   el	  
volúmen	   mínimo	   de	   stock	   de	   lentivirus	  
suficiente	   para	   conferir	   resistencia	   a	  
puromicina	  al	  100%	  de	  las	  células	  del	  cultivo.	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
M6.-­‐	  Medida	  de	  actividad	  luciferasa	  
	  
	   Para	   medir	   los	   niveles	   de	   actividad	  
luciferasa	   de	   las	   proteínas	   Firefly,	   Renilla	   o	  
ambas	  simultáneamente	  se	  emplearon	  los	  kits	  
Luciferase	   Assay	   System	   y	   Dual-­‐Luciferase	  
Assay	   System	   (Promega)	   siguiendo	   las	  
recomendaciones	  del	  fabricante.	  
	  
	  
M7.-­‐	  Bacterias	  
	  
M7.1.-­‐	  Cepas	  y	  cultivo	  de	  bacterias	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  La	   cepa	   DH5α	   de	   E.coli	   [genotipo	  
supE44	   ΔlacU169	   (φ80lacZΔM15)	   hsdR17	  
recA1	   endA1	  gyrA96	   thi-­‐1	   relA1]	   se	   utilizó	   de	  
rutina	   para	   la	   amplificación	   de	   todas	   las	  
construcciones	  plasmídicas	  empleadas	  en	  el	  	  
	  desarrollo	  de	  este	  trabajo.	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  El	   cultivo	   de	   bacterias	   se	   realizó	   en	  
medio	  líquido	  Luria-­‐Bertani	  (LB)	  o	  en	  placas	  de	  
LB-­‐agar	   a	   30°C	   o	   37°C	   dependiendo	   del	  
plásmido.	   En	   función	   del	   gen	   de	   resistencia	  
presente	   en	   cada	   plásmido,	   el	   medio	   de	  
cultivo	   se	   suplementó	   con	   el	   antibiótico	  
adecuado	   (100	   µg/ml	   de	   ampicilina,	  
kanamicina	  o	  espectinomicina).	  	  
	  
	  
Tabla	  M4.	  Secuencia	  de	  los	  shRNAs	  empleados	  en	  ensayos	  de	  silenciamiento	  génico	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M7.2.-­‐	   Transformación	   de	   bacterias	  
competentes	   mediante	   choque	   térmico	   y	  
amplificación	  de	  cultivos	  bacterianos	  
	  
	  	   Para	   la	   transformación	   de	   bacterias	  
competentes	   DH5α,	   se	   resuspendieron	   50	  
ng/µl	  del	  DNA	  de	  interés	  en	  25	  µl	  de	  bacterias	  
y	  éstas	  se	  incubaron	  en	  hielo	  durante	  30	  min.	  
Para	   someterla	   a	   un	   choque	   térmico,	   la	  
suspensión	   de	   bacterias	   y	   DNA	   se	   calentó	  
durante	   30	   segundos	   a	   42°C	   e	  
inmediatamente	   después	   se	   incubó	   en	   hielo	  
durante	   2-­‐15	   min.	   La	   mezcla	   se	   resuspendió	  
en	  500	  µl	  de	  medio	   LB	   (con	  o	   sin	  antibiótico,	  
dependiendo	  de	  cada	  caso)	  y	  se	  incubó	  en	  un	  
baño	   de	   agua	   a	   37°C	   durante	   1	   hora.	   A	  
continuación,	   se	   sembró	   1/5	   de	   la	   mezcla	  
anterior	   en	   una	   placa	   de	   LB-­‐agar	   con	   el	  
antibiótico	   apropiado	   y	   se	   incubó	   a	   37°C	  
durante	  toda	  la	  noche	  .	  	  
Para	   la	   amplificación	   de	   cultivos	  
bacterianos,	   se	  picaron	   colonias	  de	   las	  placas	  
de	   LB-­‐agar	   sembradas	   el	   día	   anterior	   y	   se	  
llevaron	   a	   un	   volumen	   final	   de	   medio	   LB	  
(suplementado	   con	   el	   antibiótico	   adecuado)	  
que	   varió	   en	   función	   del	   procedimiento	  
seguido	   para	   la	   purificación	   de	   DNA.	   Según	  
cada	   caso,	   esta	   purificación	   se	   realizó	   a	  
pequeña,	   mediana	   o	   gran	   escala	   empleando	  
los	   reactivos	  Pureyield	  Mini,	  Midi	   o	  Maxiprep	  
System	   (Promega),	   respectivamente,	   de	  
acuerdo	  a	  las	  indicaciones	  del	  fabricante.	  
	  
	  
M8.-­‐	  Manipulación	  y	  análisis	  de	  DNA	  	  
	  
M8.1.-­‐	  Plásmidos	  
	  
Los	   plásmidos	   utilizados	   en	   esta	   Tesis	  
Doctoral	  son	  los	  que	  se	  enumeran	  en	  la	  Tabla	  
M1.	   Se	   amplificaron	   siguiendo	   la	  
metodología	  descrita	  en	  la	  sección	  M7.2.	  	  
	  
	  
M8.2.-­‐	   Electroforesis	   de	   DNA	   en	   geles	   de	  
agarosa	  
	  
La	   separación	   de	   fragmentos	   de	   DNA	  
para	  estudios	  analíticos	  se	  realizó	  en	  geles	  de	  
agarosa	  Agarose	  D1	  Medium	  EEO	   (Pronadisa,	  
CONDA)	   al	  1-­‐2%	  en	  TAE	   (40	  mM	  Tris-­‐acetato,	  
1	  mM	   EDTA,	   pH	   8.3)	   con	   SYBR	   Safe	   DNA	   gel	  
stain	  (Life	  Technologies).	  
	  
M9.-­‐	  Manipulación	  y	  análisis	  de	  RNA	  
	  
M9.1.-­‐	  Extracción	  y	  purificación	  de	  RNA	  
	  
El	   RNA	   total	   fue	   extraído	   empleando	  
el	   método	   de	   extracción	   isotiocianato	   de	  
guanidinio	  que	  se	  describe	  en	  (Chomczynski	  y	  
Sacchi	   1987).	   Para	  ello,	   el	   extracto	  de	   células	  
se	   resuspendió	   en	   500	   µl	   de	   GTC	   (Sigma)	   y	  
una	  mezcla	  de	  1	  µl	  de	  glicógeno	  (Roche)	  en	  50	  
µl	   de	   acetato	   de	   sodio	   2	   M	   pH	   4	   para	  
precipitar	   el	   RNA,	   500	  µl	   de	   fenol	   saturado	   a	  
pH	  4.5	   (AMRESCO)	   y	  200	  µl	  de	   cloroformo.	  A	  
continuación,	   la	   mezcla	   se	   agitó	   mediante	  
inversión	  durante	  15	  segundos	  y	  se	  centrifugó	  
a	   12000	   rpm	   y	   4°C	   durante	   10	   min.	   La	   fase	  
acuosa	   en	   la	   que	   se	   encuentra	   el	   RNA	   se	  
trasvasó	  a	  un	  nuevo	  tubo	  y	  se	  resuspendió	  en	  
500	   µl	   de	   fenol	   (pH	   4.5)	   y	   200	   µl	   de	  
cloroformo.	   La	   mezcla	   se	   agitó	   y	   centrifugó	  
como	   antes	   y,	   una	   vez	   recuperada	   la	   fase	  
acuosa,	   ésta	   se	   resuspendió	   en	   500	   µl	   de	  
cloroformo.	   Tras	   agitar	   y	   centrifugar	   la	  
muestra,	  la	  fase	  acuosa	  se	  trasvasó	  a	  un	  nuevo	  
tubo	   para	   resuspenderse	   en	   600	   µl	   de	  
isopropanol	  y	  almacenarse	  a	  -­‐20°C	  durante,	  al	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menos,	  1	  hora.	  A	  continuación,	   la	  muestra	  se	  
centrifugó	  durante	  25	  min	  a	  12000	  rpm	  y	  4°C.	  
El	   sobrenadante	   se	   decantó	   y	   el	   precipitado	  
resultante	   se	   lavó	   con	  etanol	   diluido	  en	   agua	  
al	  75%.	  Posteriormente,	  la	  muestra	  se	  volvió	  a	  
centrifugar	  durante	  10	  min	  a	  12000	  rpm	  y	  4°C;	  
el	   sobrenadante	   se	   decantó	   y	   el	   precipitado	  
final	   se	   lavó	   con	   etanol	   al	   100%.	   Tras	   una	  
última	  ronda	  de	  centrifugación	  (10	  min,	  12000	  
rpm,	   4°C),	   el	   sobrenadante	   se	   decantó	   y	   el	  
precipitado	  de	  RNA	  se	  dejó	  a	  TA	  para	  eliminar	  
los	  restos	  de	  etanol	  mediante	  evaporación.	  El	  
RNA	   purificado	   se	   resuspendió	   en	   agua	  
tratada	   con	   dietilpirocarbonato	   (DEPC)	   y	   se	  
cuantificó	  mediante	  espectrofotometría	  a	  260	  
nm.	   Las	   muestras	   se	   conservaron	   a	   -­‐80°C	  
hasta	  su	  utilización.	  
	  
	  
M9.2.-­‐	   Análisis	   de	   RNA	   mediante	  
transcripción	   reversa	   y	  PCR	   cuantitativa	   (RT-­‐
qPCR)	  
	  
La	   síntesis	   de	   cDNA	   o	   transcripción	  
reversa	   (RT)	   se	   realizó	   utilizando	   el	   kit	  
comercial	   TaqMan	   de	   Transcripción	   Reversa	  
Multiscribe	  (Applied	  Biosystems).	  	  
En	   general,	   las	   reacciones	   de	   RT	   se	  
realizaron	   utilizando	   como	   molde	   500	   ng	   de	  
RNA	   total	   y	   empleando	   como	   iniciadores	  
oligonucleótidos	   hexámericos	   al	   azar.	   La	  
mezcla	   de	   reacción	   (10	   µl),	   preparada	   según	  
las	   indicaciones	   del	   fabricante,	   se	   incubó	   10	  
min	  a	  25°C,	  30	  min	  a	  48°C	  y	  5	  min	  a	  95°C	  en	  un	  
termociclador	   GeneAmp	   PCR	   System	   2700	  
(Applied	   Biosystems).	   Los	   10	   µl	   del	   producto	  
de	   amplificación	   se	   resuspendieron	   1:1	   en	  
agua	   DEPC.	   Una	   décima	   parte	   del	   cDNA	  
generado	   se	   utilizó	   como	   molde	   para	   su	  
posterior	   amplificación	   por	   PCR	   cuantitativa	  
(qPCR),	   para	   lo	   que	   se	   emplearon	  
oligonucleótidos	   específicos	   (Sigma	   Aldrich;	  
ver	   Tabla	   M5)	   diseñados	   con	   el	   programa	  
Primer	  Express	  (Life	  Technologies)	  y	  el	  reactivo	  
SYBR	   Green	   PCR	   Master	   Mix	   (Life	  
Technologies).	   La	   mezcla	   de	   reacción	   se	  
preparó	   con	   1	   µl	   de	   cada	   oligonucleótido	  
(directo	  y	  reverso)	  a	  5	  µM,	  7	  µl	  de	  Power	  SYBR	  
Green	   PCR	  Master	  Mix	   y	   9	   µl	   de	   agua	   DEPC,	  
completando	   hasta	   un	   volumen	   final	   de	  
reacción	   de	   20	   µl	   con	   2	   µl	   del	   cDNA	  
correspondiente.	  	  
En	   todos	   los	   casos,	   la	   qPCR	   se	   realizó	  
en	   un	   equipo	   ABI	   PRISM	   7000	   Sequence	  
Detection	   System	   (Life	   Technologies)	   y	  
utilizando	   los	   parámetros:	   2	   min	   a	   50°C,	   10	  
min	  a	  95°C,	  40	  ciclos	  de	  15	  seg	  a	  95°C	  y	  1	  min	  
a	   60°C.	   Al	   final	   de	   la	   reacción	   de	   PCR,	   se	  
añadió	  un	  paso	  de	  rampa	  de	  desnaturalización	  
desde	  60°C	  [temperatura	  de	  fusión	  (Tm)	  de	  los	  
oligonucleótidos]	   hasta	   95°C,	   con	   el	   fin	   de	  
analizar	   la	   curva	   de	   disociación	   del	   producto	  
amplificado.	   El	   límite	   de	   ciclos	   (Ct)	   fue	  
determinado	   con	   el	   programa	   analítico	   7000	  
System	  SDS	  Software	  (Applied	  Biosystem).	  	  
Para	   asegurar	   que	   la	   amplificación	  
tuviera	   lugar	   en	   un	   rango	   lineal	   así	   como	  
determinar	   la	   eficiencia	   de	   la	   reacción	   se	  
incluyeron	  curvas	  patrón	  para	  cada	  uno	  de	  los	  
genes/segmentos	  genómicos	  analizados.	  Estas	  
curvas	  patrón	  permitieron	  transformar	  el	  dato	  
directo	   de	   la	   PCR	   cuantitativa	   en	   un	   valor	  
absoluto	   de	   cantidad	   mediante	   regresión	  
lineal.	   Se	   prepararon	   a	   partir	   de	   diluciones	  
seriadas	  (1:10),	  en	  agua	  libre	  de	  nucleasas,	  de	  
un	  DNA	  plasmídico	  que	  contiene	   la	  secuencia	  
del	  amplicón	  correspondiente.	  	  
Se	   utilizó	   el	   mRNA	   del	   gen	   GAPDH	  
como	   control	   endógeno	   de	   la	   reacción	   de	  
transcripción	   reversa.	   Calculando	   la	   distancia	  
entre	   el	   número	   de	   copias	   de	   GAPDH	  
determinado	   por	   qPCR	   de	   cada	   muestra	   con	  
Materiales	  y	  Métodos	   	   	  
	  60	  
respecto	  al	  promedio	  de	  copias	  de	  GAPDH	  de	  
cada	   experimento	   obtuvimos	   un	   factor	   de	  
corrección	   a	   aplicar	   a	   cada	   muestra.	   A	  
continuación,	   calculamos	   el	   cociente	   número	  
de	   copias	   de	   RNA	   de	   nuestro	   gen	   problema/	  
factor	  de	  corrección	  asociado	  a	  cada	  muestra	  
y	  obtuvimos	  el	  número	  de	  copias	  relativas	  de	  
RNA	   amplificadas	   en	   cada	   una	   de	   las	  
situaciones	  objeto	  de	  estudio.	  
	  
	  	  
M10.-­‐	   Inmunodetección	   de	   proteínas	  
mediante	  Western	  Blot	  
	  
La	  electroforesis	  de	  proteínas	  se	   llevó	  
a	   cabo	   en	   geles	   de	   poliacrilamida	   y	  
condiciones	   desnaturalizantes	   según	   lo	  
descrito	  previamente	  (Laemmli	  1970).	  	  
Las	   muestras	   se	   resuspendieron	   en	  
tampón	   de	   ruptura	   1x	   (250	   mM	   Tris-­‐HCl	   pH	  
6.8,	   500	   mM	   DTT,	   10%	   SDS,	   0.5%	   azul	   de	  
bromofenol,	  50%	  glicerol),	  se	  desnaturalizaron	  
durante	   10	   min	   a	   100°C,	   se	   centrifugaron	   a	  
12000	   rpm	   y	   4°C	   durante	   10	   min	   y	   se	  
resolvieron	   mediante	   geles	   SDS-­‐PAGE	   de	  
porcentaje	   variable	   en	   función	   de	   los	  
requerimientos	  de	  cada	  experimento	  (4%	  para	  
apoB,	   8%	   para	   LPIN1,	   NS3	   y	   β-­‐actina	   y	   10%	  
para	   alfa1-­‐anti-­‐tripsina)	   a	   una	   intensidad	   de	  
corriente	   de	   40	   mA	   y	   un	   voltaje	   máximo	   de	  
150	   V.	   Posteriormente,	   se	   transfirieron	   a	  
filtros	   de	   fluoruro	   de	   polivinilideno	   (PVDF;	  
Immobilon	  P	  Millipore)	  durante	  toda	  la	  noche,	  
a	   200	   mA	   y	   4°C	   en	   tampón	   de	   transferencia	  
[10%	  buffer	  10x	  (Tris	  58	  g/l,	  glicina	  29	  g/l,	  SDS	  
3.3	  g/l),	  70%	  agua,	  20%	  metanol]	  y	  utilizando	  
el	   sistema	   de	   electrotransferencia	   semi-­‐
líquido	  de	  Biorad.	  	  
El	   procesamiento	   de	   los	   filtros	   varió	  
en	   función	   de	   la	   proteína	   a	   detectar.	   En	   el	  
caso	  de	  la	  proteína	  LPIN1,	  tanto	  la	  solución	  de	  
bloqueo	  como	   la	  dilución	   correspondiente	  de	  
los	   anticuerpos	   primario	   y	   secundario	   se	  
preparó	   con	   leche	   desnatada	   en	   polvo	   al	   5%	  
en	   TBS-­‐0.1%Tween.	   El	   filtro	   se	   incubó	   con	   la	  
solución	  de	  bloqueo	  durante	  1	  hora,	  a	  TA	  y	  en	  
agitación.	   A	   continuación,	   ésta	   se	   reemplazó	  
por	  la	  dilución	  correspondiente	  de	  anticuerpo	  
primario	   (Tabla	   M2)	   y	   el	   filtro	   se	   incubó	  
durante	  4	  horas	  en	  las	  mismas	  condiciones.	  Se	  
realizaron	   tres	   lavados	  de	  5	  min	   cada	  uno	  en	  
TBS-­‐0.1%Tween,	   a	   TA	   y	   en	   agitación.	  
Aplicando	  las	  mismas	  condiciones	  que	  para	   la	  
solución	  de	  bloqueo,	  el	   filtro	  se	   incubó	  con	  la	  
dilución	   correspondiente	   de	   anticuerpo	  
secundario	   (Tabla	   M2)	   y,	   posteriormente,	   se	  
lavó	   tres	   veces	   (5	  min	   para	   cada	   lavado)	   con	  
TBS-­‐0.1%Tween,	  a	  TA	  y	  en	  agitación.	  	  
	   Para	   el	   resto	   de	   proteínas	   analizadas,	  
los	   filtros	   se	   incubaron	   con	   una	   solución	   de	  
Tabla	  M5.	  Oligonucleótidos	  empleados	  para	  la	  cuantificación	  de	  RNAs	  virales	  y	  celulares	  mediante	  RT-­‐qPCR	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bloqueo	   al	   3%	   de	   BSA	   en	   PBS-­‐0.25%Tween	  
durante	   1	   hora,	   a	   TA	   y	   en	   agitación.	   En	   las	  
mismas	   condiciones	   de	   incubación,	   los	   filtros	  
se	  trataron	  con	  la	  dilución	  correspondiente	  de	  
anticuerpo	   primario	   (Tabla	   M2).	  
Posteriormente,	   se	   realizaron	   tres	   lavados	  de	  
20	   min	   cada	   uno	   con	   una	   solución	   de	   PBS-­‐
0.25%Tween,	   a	   TA	   y	   en	   agitación.	   La	  
incubación	   con	   la	   solución	   de	   anticuerpo	  
secundario	   (Tabla	   M2)	   se	   realizó	   durante	   1	  
hora,	   a	   TA	  y	  en	  agitación.	  Posteriormente,	   se	  
efectuaron	  otros	   tres	   lavados	  de	  20	  min	  cada	  
uno	  con	  PBS-­‐0.25%	  Tween.	  	  
Finalmente,	  se	  procedió	  al	  revelado	  de	  
los	   filtros	   mediante	   reacciones	   de	  
quimioluminiscencia	   incubándolos	   durante	   1	  
min,	   en	   oscuridad,	   con	   una	   solución	   de	  
revelado	   (100	   mM	   Tris	   pH	   8,5,	   250	   mM	  
luminol,	   90	   mM	   ácido	   cumárico	   y	   1	   µl	   de	  
H2O2).	   Se	   expusieron	   películas	   fotográficas	  
sensibles	   a	   quimioluminiscencia	   durante	  
períodos	   variables	   de	   entre	   2	   segundos	   y	   10	  
min.	   Para	   el	   revelado	   final	   de	   las	   películas	   se	  
empleó	   la	   máquina	   reveladora	  M35	   X-­‐OMAT	  
Processor	  (Kodak).	  
Las	   señales	   no	   saturadas	   de	   las	  
distintas	   muestras	   se	   analizaron	   con	   el	  
software	   Image	   J	   1.44o	   según	   se	   describe	   en	  
(Schneider,	   Rasband,	   y	   Eliceiri	   2012)	   con	  
objeto	  de	  determinar	   los	  valores	  de	  densidad	  
relativos	   asociados	   a	   cada	   una	   de	   ellas	   y	  
proceder	   a	   su	   	   cuantificación	   a	   partir	   de	  
películas	  escaneadas.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
M11.-­‐	   Estudios	   de	   silenciamiento	   génico.	  
Generación	  de	  líneas	  celulares	  deficientes	  en	  
la	   expresión	   de	   la	   proteína	   celular	   LPIN1	  
mediante	  transducción	  lentiviral	  
	  
Con	   objeto	   de	   silenciar	   de	   manera	  
estable	   la	  proteína	   LPIN1	  en	  células	  Huh-­‐7	   se	  
procedió	   a	   su	   transducción	   con	   las	  
construcciones	   lentivirales	   que	   expresan	   los	  
silenciadores	   shRNA-­‐248,	   shRNA-­‐1073	   y	  
shRNA-­‐Ctrl	   (Tabla	   M4)	   y	   que	   se	   generaron	  
según	   se	   describe	   en	   la	   sección	   M5.2.	   Para	  
ello,	   se	   sembraron	   células	   Huh-­‐7	   en	   un	  
formato	   de	   placa	   multipocillo	   Mw6	   (2x105	  
células	   por	   pocillo)	   y	   se	   incubaron	   a	   37°C	  
durante	   24	   horas.	   Las	   células	   se	   inocularon	  
con	  la	  dilución	  correspondiente	  de	  cada	  stock	  
de	   lentivirus,	   determinada	   según	   se	   describe	  
en	   la	   sección	   M5.2,	   y	   se	   incubaron	   a	   37°C	  
durante	   24	   horas.	   La	   solución	   de	   cultivo	   se	  
reemplazó	   por	   medio	   fresco	   suplementado	  
con	   puromicina	   (5	   µg/ml)	   y	   las	   células	   se	  
volvieron	   a	   incubar	   a	   37°C	   durante	   48	   horas	  
hasta	  alcanzar	  una	  confluencia	  del	  95-­‐100%	  en	  
todos	   los	  casos.	  Tras	   lavar	   las	  células	  con	  PBS	  
atemperado,	   se	   levantaron	   con	   una	   solución	  
al	  0.5%	  de	  tripsina/EDTA	  y	  se	  dividieron	  en	  un	  
número	  de	  placas	  variable	  en	  función	  de	  cada	  
experimento.	   El	   silenciamiento	   de	   LPIN1	   se	  
verificó	  mediante	  Western	  Blot	  (sección	  M10)	  
a	   distintos	   tiempos	   post-­‐transducción.	   La	  
utilización	  de	  estas	  células	  para	   los	  diferentes	  
ensayos	   se	   llevó	   a	   cabo	   7	   días	   después	   de	   la	  
transducción	  lentiviral,	  momento	  en	  el	  que	  se	  
observa,	   de	   manera	   consistente,	   el	  
silenciamiento	  máximo	  de	  LPIN1.	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M12.-­‐	  Estudio	  de	  la	  proliferación	  y	  viabilidad	  
celular	  
	  
M12.1.-­‐	   Estudio	   de	   proliferación	   celular	  
(biomasa)	  mediante	  tinción	  con	  cristal	  violeta	  
	  
Para	   estudiar	   la	   capacidad	   de	  
proliferación	   de	   un	   cultivo	   celular	   se	   empleó	  
el	  método	  colorimétrico	  basado	  en	  tinción	  con	  
cristal	  violeta	  que	  se	  describe	  en	  (Bernhardt	  y	  
col.,	   1992).	   Para	   ello,	   se	   sembraron	   células	  
Huh-­‐7	   en	   un	   formato	   de	   placa	   multipocillo	  
Mw96	  (1x104	  células	  por	  pocillo),	  en	  triplicado	  
para	   cada	   muestra,	   y	   se	   incubaron	   a	   37°C	  
durante	  24,	  48,	  72	  y	  96	  horas.	  Se	  sembró	  una	  
placa	   de	   células	   por	   punto	   de	   análisis	   del	  
experimento.	   A	   6	   horas	   post-­‐siembra,	   y	   sólo	  
en	   los	   pocillos	   de	   células	   control,	   la	   solución	  
de	   cultivo	   se	   reemplazó	   por	   200	   µl	   del	  
tratamiento	   correspondiente	   [15	   µM	   de	  
Fluoxetina	   (control	   positivo	   de	   toxicidad),	  
DMSO	   (vehículo)	   como	   control	   negativo	   ó	  
0.1%	   SDS,	   como	   control	   de	   fondo].	   A	   los	  
tiempos	   anteriormente	   indicados	   y	   en	   todos	  
los	  pocillos,	  las	  células	  se	  fijaron	  con	  200	  µl	  de	  
una	   solución	   de	   formaldehído	   al	   4%	   en	   PBS	  
durante	   20	   min	   y	   a	   TA.	   A	   continuación,	   las	  
células	   se	   lavaron	   con	   agua	   y	   se	   tiñeron	   con	  
150-­‐200	   µl	   de	   una	   solución	   de	   cristal	   violeta	  
(0.1%	   cristal	   violeta,	   20%	   metanol	   en	   agua)	  
durante	   20-­‐30	   min	   a	   TA.	   El	   exceso	   de	  
colorante	   se	   eliminó	   lavando	   con	   agua.	   El	  
precipitado	  de	  cristal	  violeta	  se	  diluyó	  en	  100	  
µl	   de	   una	   solución	   de	   solubilización	   al	   1%	  de	  
SDS	  en	  agua.	  La	  placa	  se	  agitó	  durante	  20	  min	  
a	   TA	   hasta	   obtener	   una	   solución	   homogénea	  
cuya	  absorbancia	  se	  midió	  a	  595	  nm.	  
Los	   valores	   relativos	   de	   biomasa	   se	  
expresaron	   como	   porcentaje	   respecto	   de	   los	  
valores	  obtenidos	  para	  el	  tratamiento	  control.	  	  
	  
M12.2.-­‐	   Análisis	   de	   la	   viabilidad	   celular	  
mediante	  ensayo	  de	  MTT	  
	  
Para	   evaluar	   la	   actividad	   metabólica	  
de	   un	   cultivo	   celular	   se	   empleó	   el	   método	  
colorimétrico	  basado	  en	  MTT	   [Bromuro	  de	  3-­‐
(4,5-­‐dimetiltiazol-­‐2-­‐il)-­‐2,5difeniltetrazolio]	  que	  
se	   describe	   en	   (Vistica	   y	   col.,	   1991).	   Este	  
ensayo	  se	  realizó	  en	  paralelo	  al	  procedimiento	  
descrito	   en	   la	   sección	   M12.1	   por	   lo	   que	   los	  
criterios	  seguidos	  para	  la	  siembra	  de	  células	  y	  
su	   tratamiento	   con	   diferentes	   controles	   a	   6	  
horas	   post-­‐siembra	   fueron	   los	   mismos	   en	  
ambos	   casos.	   A	   los	   tiempos	   de	   incubación	  
anteriormente	  indicados	  (24,	  48,	  72	  y	  96	  horas	  
post-­‐siembra)	   y	   en	   todos	   los	   pocillos,	   las	  
células	  se	  incubaron	  con	  50	  µl	  de	  una	  solución	  
en	  DMEMc	  que	  contenía	  50	  µg/ml	  de	  MTT,	  a	  
37°C	  y	  5%	  CO2	  hasta	  observarse	   la	   formación	  
de	   un	   precipitado	   violáceo	   (MTT	   formazán)	  
que	  es	  producto	  de	  la	  reacción	  mediada	  por	  el	  
sustrato	   MTT.	   A	   continuación,	   se	   retiró	   la	  
solución	  con	  MTT	  y	  el	  precipitado	  se	  diluyó	  en	  
100	  µl	  de	  una	  solución	  de	  solubilización	  (0.04	  
M	   HCl,	   0.1%	   Nonidet	   P-­‐40	   diluidos	   en	  
isopropanol).	   La	   placa	   se	   agitó	   hasta	   obtener	  
una	   mezcla	   homogénea	   cuya	   absorbancia	   se	  
midió	  a	  595nm	  .	  
Los	  valores	  de	  absorbancia	  relativos	  se	  
expresaron	   como	   porcentaje	   respecto	   de	   los	  
valores	  mostrados	  por	  el	  tratamiento	  control.	  
	   La	  actividad	  mitocondrial	  por	  célula	  de	  
los	   diferentes	   cultivos	   se	   calculó	   como	   el	  
cociente	   entre	   los	   valores	   de	   absorbancia	  
obtenidos	   en	   el	   ensayo	   de	  MTT	   y	   los	   valores	  
de	  absorbancia	  correspondientes	  al	  ensayo	  de	  
biomasa	  descrito	  en	  la	  sección	  M12.1.	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M13.-­‐	   Rastreo	   de	   una	   colección	   de	  
compuestos	  químicos	  
	  
El	   análisis	   de	   la	   librería	   NCC-­‐201	  
(Evotec)	   para	   la	   identificación	  de	   compuestos	  
químicos	   que	   fueran	   capaces	   de	   inhibir	   la	  
infección	   por	   HCV	   se	   realizó	   siguiendo	   la	  
metodología	   descrita	   en	   (Mingorance	   y	   col.,	  
2014).	  
	  
	  
M13.1.-­‐	   Identificación	   de	   compuestos	   con	  
actividad	   antiviral	   mediante	   un	   ensayo	   de	  
ELISA	  
	  
Para	   identificar	   compuestos	   químicos	  
con	   actividad	   antiviral	   a	   baja	   concentración,	  
éstos	  se	  testaron	  a	  una	  concentración	  final	  de	  
10	   µM	   según	   se	   describe	   en	   (Gastaminza,	  
Whitten-­‐Bauer,	  y	  Chisari	  2010).	  Se	  sembraron	  
células	   Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	   en	   formato	   de	   placa	  
multipocillo	  Mw96	  (1x104	  células	  por	  pocillo),	  
en	   duplicados	   para	   cada	   compuesto,	   y	   se	  
incubaron	   a	   37°C	   durante	   24	   horas.	   Se	  
prepararon	   stocks	   de	   cada	   compuesto	   a	   una	  
concentración	   final	   de	   2x	   y	   se	  mezclaron	   1:1	  
con	   el	   inóculo	   viral	   (cepa	   D183v)	   en	   DMEMc	  
para	  obtener	  una	  MDI	  de	  0.01.	   Las	   células	   se	  
inocularon	   con	   100	   µl	   de	   esta	   mezcla,	   se	  
incubaron	  a	  37°C	  durante	  72	  horas	  y	  se	  fijaron	  
con	   formaldehído	   al	   4%	   en	   PBS	   durante	   20	  
min	   y	   a	   TA.	   A	   continuación,	   las	   células	   se	  
lavaron	   dos	   veces	   con	   200	   µl	   de	   PBS	   y	   se	  
incubaron	  con	  50	  µl	  de	  buffer	  de	  bloqueo	  (3%	  
BSA,	  0.3%	  Tritón	  X-­‐100,	  10%	  SBF	  y	  5%	  de	  H2O2	  
diluidos	  en	  PBS)	  durante	  1	  hora	  a	  TA.	  Tras	  dos	  
lavados	   con	   200	   µl	   de	   PBS,	   las	   células	   se	  
incubaron	  con	  50	  µl	  de	  una	  dilución	  a	  1	  µg/ml	  
de	   un	   anticuerpo	   recombinante	   de	   humano	  
anti–E2	  (cedido	  por	  Mansun	  Law;	  TSRI)	  (Tabla	  
M2)	  en	  buffer	  de	  incubación	  (3%	  de	  BSA,	  0.3%	  
de	   Tritón	   X-­‐100	   diluidos	   en	   PBS)	   durante	   1	  
hora	  y	  a	  TA.	  Se	   realizaron	  cuatro	   lavados	  con	  
200	  µl	  de	  PBS;	   las	  células	  se	   incubaron	  con	   la	  
dilución	   óptima	   del	   correspondiente	  
anticuerpo	   secundario	   (Tabla	   M2)	   durante	   1	  
hora	  a	  TA	  y	   se	  volvieron	  a	   lavar,	  otras	   cuatro	  
veces,	   con	   200	   µl	   de	   PBS.	   Finalmente,	   se	  
evaluó	  la	  actividad	  peroxidasa	  residual	  debida	  
a	   la	  presencia	  del	  antígeno	  viral	  E2	  usando	  el	  
kit	   comercial	   TMB	   de	   Pierce.	   La	   reacción	   se	  
detuvo	   añadiendo	   50	   µl	   de	   1N	   H2SO4	   a	   cada	  
uno	  de	  los	  pocillos	  y	  se	  midió	  la	  absorbancia	  a	  
450	  nm	  (OD450).	  	  
Los	   valores	   relativos	   de	   infección	   se	  
determinaron	   a	   partir	   de	   las	   curvas	   estándar	  
que	   se	   prepararon	   con	   diluciones	   seriadas	  
(1:2)	   del	   inóculo	   viral	   en	   DMEMc	   y	   que	   se	  
incluyeron	  en	  cada	  placa.	  	  
Los	   valores	   colorimétricos	   se	  
transformaron	   en	   valores	   de	   eficiencia	   de	  
infección	  utilizando	   las	   curvas	  estándar	  y	   tras	  
restar	  los	  valores	  de	  fondo	  correspondientes	  a	  
los	   pocillos	   control.	   Sólo	   se	   consideraron	  
como	   válidos	   los	   datos	   para	   curvas	   estándar	  
con	  coeficientes	  de	  correlación	  (r2)	  superiores	  
a	  0,97.	  
	  
	  
M13.2.-­‐	   Discriminación	   entre	   compuestos	  
tóxicos	  y	  antivirales:	   identificación	  de	  falsos-­‐
positivos	  
	  
Una	   vez	   realizado	   el	   ensayo	   de	   ELISA	  
anterior	   y	   con	   objeto	   de	   evaluar	   la	   biomasa	  
celular	   tal	   y	   como	   se	   describe	   en	   la	   sección	  
M12.2,	   las	   células	   se	   lavaron	   con	   agua	   antes	  
de	   teñirse	  con	  150-­‐200	  µl	  de	  una	  solución	  de	  
cristal	  violeta.	  	  
	  Los	   valores	   relativos	   de	   biomasa	   se	  
expresaron	  como	  porcentaje	  respecto	  de	  los	  
valores	  obtenidos	  para	  los	  pocillos	  control	  de	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la	  curva	  estándar.	  	  
	  
	  
M13.3.-­‐	  Compuestos	  químicos	  
	  
La	   librería	   NCC-­‐201	   del	   NIH	   (Evotec)	  
elegida	   para	   nuestro	   estudio	   incluye	   281	  
compuestos	   que	   se	   encontraban	  
reconstituídos	   en	  DMSO	  a	   una	   concentración	  
final	  de	  10	  mM.	  	  
Los	   compuestos	   químicos	   empleados	  
en	  este	  trabajo	  son	  los	  siguientes:	  	  
	  
	  
Todos	   los	   compuestos	   se	  
reconstituyeron	   en	   DMSO	   a	   una	  
concentración	   final	   de	   10	   mM	   y	   se	  
almacenaron	  en	  pequeñas	  porciones	  a	  -­‐20°C.	  
	  
	  
M13.4.-­‐	   Determinación	   de	   los	   índices	   de	  
potencia	  (EC50)	  y	  toxicidad	  (CC50)	  	  
	  
Para	   el	   análisis	   de	   ambos	   parámetros	  
se	  sembraron,	  en	  duplicado,	  células	  Huh-­‐7.5.1	  
clon-­‐2	  en	  formato	  de	  placa	  multipocillo	  Mw96	  
(1x104	   células	   por	   pocillo).	   Se	   prepararon	  
diluciones	   seriadas	   (1:3)	   de	   cada	   uno	   de	   los	  
compuestos	   en	   DMEMc	   (concentración	   final	  
de	   compuesto	   en	   contacto	   con	   las	   células	  
desde	  50	  µM	  a	  2.5	  nM).	  En	  el	  caso	  de	  la	  CC50,	  
las	   células	   se	   incubaron	   con	   200	   µl	   de	   cada	  
dilución	   de	   compuesto	   a	   37°C	   y	   durante	   72	  
horas.	   En	   el	   caso	   de	   la	   EC50,	   el	   inóculo	   viral	  
(cepa	  D183v)	  se	  mezcló	  1:1	  con	  las	  diluciones	  
anteriores	   de	   compuesto	   hasta	   obtener	   una	  
MDI	  de	  0.01.	  Las	  células	  se	  inocularon	  con	  100	  
µl	  de	  la	  mezcla	  virus-­‐compuesto,	  se	  incubaron	  
a	  37°C	  durante	  72	  horas	  y	  se	  fijaron	  con	  200	  µl	  
de	  formaldehído	  al	  4%	  en	  PBS	  durante	  20	  	  min	  
y	  a	  TA.	  	  
Para	   determinar	   la	   EC50	   de	   los	  
diferentes	   compuestos	   (o	   EC90	   cuando	   fue	  
necesario),	   se	   midió	   la	   eficiencia	   relativa	   de	  
infección	  mediante	  el	  ensayo	  colorimétrico	  de	  
ELISA	  descrito	  en	  la	  sección	  M13.1.	  
	   La	  determinación	  de	   la	  CC50	  se	  realizó	  
mediante	   el	   ensayo	   colorimétrico	   basado	   en	  
MTT	  que	  se	  describe	  en	   la	   sección	  M12.2.	  En	  
este	   caso,	   las	   células	   se	   sembraron	   en	  
duplicado	  para	  cada	  uno	  de	  los	  compuestos	  a	  
testar.	  A	  72	  horas	  post-­‐siembra,	  la	  solución	  de	  
cultivo	  se	   reemplazó	  por	  50	  µl	  de	  DMEMc	  en	  
el	  caso	  de	  los	  pocillos	  problema	  o	  por	  50	  µl	  de	  
DMEMc	   suplementado	   con	   DMSO	   (10	   µM)	  
(vehículo),	  0.1%	  SDS	  o	  azida	  sódica	  (200	  mM	  a	  
50	  mM)	   (fondo	  del	   ensayo)	   en	   el	   caso	  de	   los	  
pocillos	  control.	  A	  continuación,	   las	  células	  se	  
incubaron	  a	  37°C	  durante	  30	  min;	  se	  trataron	  
con	   50	   µl	   de	   una	   solución	   en	   DMEMc	   que	  
contenía	   50	   µg/ml	   de	   MTT	   y	   se	   incubaron	   a	  
37°C	   y	   5%	   CO2	   para	   ser	   procesadas	   según	   se	  
describe	  en	  la	  sección	  M12.2.	  	  
	  
	  
M13.5.-­‐	  Ensayos	  de	  “tiempo	  de	  adición”	  
	  
	  	  	  	  	  	  Con	  objeto	  de	  discriminar	  entre	  eventos	  de	  
unión	   de	   la	   partícula	   viral	   a	   la	   célula	   diana	   o	  
eventos	   posteriores	   a	   dicha	   unión,	   se	  
realizaron	   ensayos	   de	   “tiempo	   de	   adición”	   a	  
baja	   temperatura.	   Para	   ello,	   se	   sembraron	  
células	  Huh-­‐7	  en	  formato	  de	  placa	  multipocillo	  
Mw96	  (1x104	  células	  por	  pocillo),	  en	  triplicado	  
para	   cada	   muestra,	   y	   se	   incubaron	   a	   37°C	  
	  
Materiales	  y	  Métodos	  
	   65	  
durante	   24	   horas.	   Se	   prepararon	   soluciones	  
madre,	   en	   DMEMc,	   de	   cada	   uno	   de	   los	  
compuestos	   de	   interés	   a	   una	   concentración	  
final	   que	   era	   dos	   veces	   la	   indicada	   en	   la	  
sección	  R1.2	  así	  como	  diluciones	  seriadas	  (1:5)	  
de	   un	   stock	   de	   D183v.	   Para	   estudiar	   el	  
impacto	  de	  los	  compuestos	  sobre	  la	  adsorción	  
del	   virus	   a	   la	   célula,	   las	   células	   se	   inocularon	  
con	   200	   µl	   de	   una	   mezcla	   1:1	   de	   las	  
preparaciones	   anteriores	   de	   virus	   y	  
compuesto	   y	   se	   incubaron	   a	   4°C	   durante	   1	  
hora	   para	   promover	   la	   adsorción	   sin	  
internalización	   (Tscherne	   y	   col.,	   2006).	   Para	  
evaluar	  el	  papel	  de	   los	  mismos	  sobre	  eventos	  
posteriores	   a	   la	   adsorción	   viral,	   las	   células	   se	  
incubaron	   con	   200	   µl	   de	   la	   dilución	  
correspondiente	   de	   virus	   en	   ausencia	   de	  
compuesto,	   a	   4°C,	   durante	   1	   hora.	   En	   ambos	  
casos,	   las	   células	   se	   lavaron	   una	   vez	   con	   PBS	  
frío.	   A	   continuación,	   las	   células	   se	   incubaron	  
en	  DMEMc	  durante	  72	  horas	  para	  estudiar	  los	  
eventos	   relativos	   al	   proceso	   de	   adsorción	   o	  
con	  medio	  de	  cultivo	  suplementado	  con	  cada	  
uno	   de	   los	   compuestos	   de	   interés	   a	   la	  
concentración	   indicada	   para	   estudiar	   los	  
eventos	  post-­‐adsorción.	  A	  72	  hpi,	   la	  eficiencia	  
relativa	   de	   infección	   se	   evaluó	   mediante	  
inmunomicroscopía	  y	  recuento	  del	  número	  de	  
focos	   de	   infección	   (sección	   M2.2.4)	   para	  
determinar	   si	   los	   compuestos	   de	   interés	  
inhiben	   los	   procesos	   de	   adsorción	   y/o	   post-­‐
adsorción.	  
	  
	  
M14.-­‐	  Análisis	  estadístico	  
	  
Los	   valores	   representados	   en	   las	  
gráficas	  corresponden	  a	  la	  media	  de	  los	  datos	  
±	   el	   valor	   de	   la	   desviación	   estándar	   (n>3)	   o	  
error	   promedio	   (n<3)	   de	   las	   muestras	   según	  
correspondiese	   en	   cada	   caso.	   Los	   grupos	   de	  
datos	   fueron	   sometidos	   al	   test	   de	   la	   t	   de	  
Student	   como	   verificación	   de	   la	   significación	  
estadística	  empleando	  la	  hoja	  de	  cálculo	  Excel	  
(Microsoft	  Office).	  	  
Las	   diferencias	   fueron	   consideradas	  
estadísticamente	   significativas	   cuando	   el	   p-­‐
valor	   calculado	   fue	   menor	   de	   0.05,	   0.01	   o	  
0.005	  y	  se	  indicaron	  mediante	  asteriscos	  (*,	  **	  
o	   ***,	   respectivamente)	   en	   las	   gráficas.
	  	  66	  
	  	  
	  	  	   	  
8.	  RESULTADOS	  
	  	   	  
Resultados	  
	   67	  
R1.-­‐	  Identificación	  de	  compuestos	  inhibidores	  
de	  la	  infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
	   	  
	   La	   enorme	   diversidad	   genética	   que	  
exhiben	  los	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C,	  la	  aparición	  
de	   mutantes	   resistentes,	   el	   grado	   de	  
enfermedad	   hepática	   que	   presenta	   cada	  
paciente	   y	   el	   elevado	   coste	   de	   las	   terapias	  
actualmente	   disponibles	   para	   el	   tratamiento	  
de	  la	  infección	  crónica	  por	  HCV	  son	  obstáculos	  
para	   la	   efectividad	   e	   implementación	   de	   las	  
mismas	   entre	   la	   mayoría	   de	   la	   población	  
infectada.	  	  
	   Existe	   la	   necesidad,	   por	   tanto,	   de	  
identificar	   y/o	   desarrollar	   nuevos	   fármacos	  
que,	   en	   combinación	   con	   las	   terapias	   ya	  
existentes,	  muestren	   actividad	   pangenotípica,	  
contengan	   la	   expansión	   de	   mutantes	  
resistentes,	   ayuden	   a	   revertir	   la	   patogénesis	  
asociada	  a	  la	  infección	  y	  sean	  asequibles	  para	  
los	  individuos	  infectados.	  
	  
	  
R1.1.-­‐	   Rastreo	   de	   una	   quimioteca	   de	  
fármacos	  de	  uso	  clínico	  para	  la	  identificación	  
de	   nuevos	   inhibidores	   de	   la	   infección	   por	   el	  
virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
	  
Con	   objeto	   de	   identificar	   inhibidores	  
específicos	   de	   la	   infección	   por	   el	   virus	   de	   la	  
hepatitis	   C	   analizamos	   una	   librería	   de	   281	  
compuestos	  químicos	  (NCC-­‐201,	  NIH)	  (sección	  
M13)	   que	   han	   sido	   aprobados	   para	   su	   uso	  
clínico,	  no	  para	  el	   tratamiento	  de	   la	   infección	  
por	   HCV,	   aplicando	   el	   sistema	   de	   rastreo	   no	  
sesgado	  que	  se	  describe	  en	  (Gastaminza	  y	  col.,	  
2011;	   Gastaminza,	   Whitten-­‐Bauer,	   y	   Chisari	  
2010)	   (ver	   sección	   M13.1).	   Este	   sistema	  
permite	   identificar	   compuestos	   antivirales	   no	  
tóxicos	   que	   afectan	   a	   cualquier	   paso	   de	   la	  
infección	   viral	   independientemente	   de	   si	   la	  
diana	  molecular	  es	  viral	  o	  celular	  (Gastaminza	  
y	   col.,	   2011;	   Gastaminza,	   Whitten-­‐Bauer,	   y	  
Chisari	   2010).	   Todos	   los	   compuestos	   se	  
ensayaron	   a	   una	   concentración	   final	   de	   10	  	  	  
µM;	   para	   ello,	   se	   prepararon	   soluciones	  
madre	   de	   cada	   compuesto	   a	   una	  
concentración	   de	   20	   µM.	   A	   continuación,	   se	  
inocularon	   células	   Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	   (sección	  
M1)	   con	   una	   mezcla	   1:1	   del	   virus	   D183v	  
(genotipo	   2a,	   MDI	   de	   0.01)	   y	   la	   solución	  
madre	   de	   cada	   compuesto	   a	   20	   µM	   (sección	  
M13.1).	   La	   eficiencia	   relativa	   de	   infección	   así	  
como	  los	  valores	  de	  citotoxicidad	  asociados	  al	  
tratamiento	  con	  los	  diferentes	  compuestos	  se	  
determinaron	   a	   72	   hpi,	   siguiendo	   la	  
metodología	  descrita	  en	  las	  secciones	  M13.1	  y	  
M13.2,	   respectivamente.	   Se	   seleccionaron	  
como	   positivos	   todos	   aquellos	   compuestos	  
que	   muestran	   una	   reducción	   en	   la	   eficiencia	  
de	  infección	  de	  más	  de	  20	  veces	  con	  respecto	  
al	   tratamiento	   control	   DMSO	   (vehículo)	  
descartando	   los	   que	   interfieren	   con	   la	  
proliferación	  celular	  (acumulación	  de	  biomasa	  
inferior	   al	   85%;	   ver	   sección	   M13.2).	   Los	  
compuestos	   que,	   según	   este	   criterio,	  
resultaron	   tóxicos	   a	   pesar	   de	   presentar	   un	  
efecto	   antiviral	   próximo	   al	   100%	   fueron	  
ensayados,	  nuevamente,	  a	  una	  concentración	  
final	   de	   2	   µM	   con	   objeto	   de	   identificar	  
compuestos	   de	   mayor	   potencia	   que	   podrían	  
ser	  descartados	  por	  su	  aparente	  toxicidad.	  	  
Para	   validar	   los	   resultados	   del	   primer	  
rastreo	   se	   realizó	   un	   segundo	   análisis,	  
aplicando	   la	   misma	   metodología	   que	  
anteriormente,	   sobre	   los	   compuestos	   ya	  
seleccionados	   confirmándose	   las	   primeras	  
observaciones.	  Tras	  este	  proceso	  de	  selección,	  
identificamos	   11	   compuestos	   capaces	   de	  
inhibir	  la	  infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
en	  más	  de	  un	  orden	  de	  magnitud	  con	  respecto	  
al	   control	   (DMSO)	   sin	   disminuir	   de	   manera	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significativa	  la	  acumulación	  de	  biomasa	  celular	  
(ver	  Tabla	  R1).	  
En	   la	   Figura	   R1	   se	   muestra	   la	  
estructura	   química	   de	   los	   11	   compuestos	  
seleccionados.	  De	  estos	  11	  compuestos,	  5	  son	  
antidepresivos	   tricíclicos	   (Figura	  R1,	   grupo	  1),	  
muy	   similares	   a	   los	   que	   ya	   se	   identificaron	  
como	   inhibidores	   de	   la	   infección	   por	   HCV	   en	  
(Gastaminza,	  Whitten-­‐Bauer,	  y	  Chisari	  2010)	  y	  
que	   otros	   grupos	   también	   han	   caracterizado	  
posteriormente	   (Chamoun-­‐Emanuelli	   y	   col.,	  
2013;	   Hu	   y	   col.,	   2014).	   El	   segundo	   grupo	  	  
engloba	   3	   compuestos	   (Figura	   R1,	   grupo	   2)	  
que	   funcionan	   como	   moduladores	   sintéticos	  
del	   receptor	   de	   estrógenos	   (SERMs)	   y	   que	  
actúan	   inhibiendo	   diferentes	   aspectos	   del	  
ciclo	   replicativo	   de	   HCV	   (Murakami	   y	   col.,	  
2013);	   asímismo,	   estos	   compuestos	   son	   muy	  
parecidos	   estructuralmente	   al	   citrato	   de	  
toremifeno,	  otro	  SERM	  que	  fue	  identificado	  	  	  	  
	  
Tabla	  R1.	  Candidatos	  seleccionados	  durante	  el	  rastreo	  de	   la	  quimioteca.	  Se	  inocularon	  células	  Huh-­‐7.5.1	  
clon-­‐2	  con	  una	  mezcla	  1:1	  en	  DMEMc	  que	  contenía	  el	  compuesto	  de	  interés	  a	  una	  concentración	  final	  de	  2x	  
y	  el	  inóculo	  viral	  diluido	  hasta	  obtener	  una	  MDI	  de	  0.01.	  A	  72	  hpi,	  se	  determinaron	  los	  valores	  de	  eficiencia	  
relativa	  de	  infección	  mediante	  el	  ensayo	  colorimétrico	  que	  se	  describe	  en	  la	  sección	  M13.1	  empleando	  una	  
curva	   estándar	   con	   diluciones	   seriadas	   (1:2)	   del	   inóculo	   viral.	   Los	   valores	   relativos	   de	   biomasa	   se	  
determinaron,	  a	  posteriori,	  en	  los	  mismos	  pocillos	  mediante	  un	  ensayo	  colorimétrico	  basado	  en	  tinción	  con	  
cristal	   violeta	   (sección	  M13.2).	   Todos	   los	   valores	   se	   expresan	   como	   porcentaje	   relativo	   respecto	   de	   los	  
pocillos	   control	   (100%).	   Los	   datos	   se	   muestran	   como	   valor	   promedio	   y	   desviación	   estándar	   de	   dos	  
experimentos	   independientes	   (n=2).	  NCC_ID,	   Identificador	   en	  Pubmed	  de	   la	  estructura	  de	  un	  compuesto	  
químico.	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Figura	  R1.	  Estructura	  química	  de	  los	  compuestos	  seleccionados	  
	  
Resultados	   	   	  
	  70	  
aplicando	   este	   mismo	   sistema	   de	   rastreo	   en	  
(Gastaminza,	  Whitten-­‐Bauer,	  y	  Chisari	   	  2010).	  
Finalmente,	   en	   el	   tercer	   grupo	   se	   incluyen	   3	  
compuestos	   que	   no	   se	   consideran	   en	   las	  
categorías	  anteriores:	  hidroxicina	  pamoato,	  en	  
adelante	   referida	   como	   hidroxicina,	   es	   un	  
antagonista	   del	   receptor	   H1	   de	   histamina	  
efectivo	   en	   el	   tratamiento	   de	   desórdenes	  
dermatológicos	   crónicos	   y	   de	   la	   ansiedad;	  
fluoxetina,	   un	   inhibidor	   altamente	   específico	  
de	   la	   captura	   de	   serotonina	   empleado	   como	  
anti-­‐depresivo	   y	   benztropina	   mesilato,	   en	  
adelante	   referida	   como	   benztropina,	   que	   es	  
un	  antagonista	  de	  los	  receptores	  muscarínicos	  
que	   se	   emplea	   en	   el	   tratamiento	   sintomático	  
de	   la	   enfermedad	   de	   Parkinson	   (Figura	   R1,	  
grupo	  3).	  
Dada	   la	   semejanza	   estructural	   que	  
presentan	   los	   compuestos	   del	   primer	   y	  
segundo	   grupo	   con	  otros	   compuestos	   que	   ya	  
se	   han	   descrito	   como	   inhibidores	   específicos	  
de	  la	  infección	  por	  HCV	  (Gastaminza,	  Whitten-­‐
Bauer,	  y	  Chisari	  2010;	  Murakami	  y	  col.,	  2013),	  
decidimos	   centrar	   nuestra	   atención	   en	   los	  
compuestos	   del	   tercer	   grupo.	   No	   obstante,	  
incluímos	  perfenacina	   (Figura	  R1,	  grupo	  1)	  en	  
todos	   nuestros	   ensayos	   como	   control	   de	  
inhibición	  de	  HCV	  (Hu	  y	  col.,	  2014)	  .	  
	  
	  
R1.2.-­‐	   Cálculo	   de	   la	   concentración	   efectiva	   y	  
del	   índice	   terapéutico	   de	   los	   compuestos	  
seleccionados	  
	  
Dado	   que	   los	   compuestos	  
identificados	   como	   antivirales	   son	   fármacos	  
de	   uso	   clínico,	   se	   quiso	   determinar	   si	   su	  
concentración	  efectiva	  es	  comparable	  a	  la	  que	  
se	   puede	   alcanzar	   en	   pacientes	   así	   como	   la	  
ventana	   terapéutica	   que	   existe	   en	   cultivo	  
celular	   para	   cada	   uno	   de	   ellos.	   Para	   ello,	   se	  
calcularon	   los	   índices	   de	   potencia	   (EC50)	   y	  
toxicidad	  (CC50)	  y	  el	  cociente	  CC50/IC50	  o	  índice	  
terapéutico	  (I.T.)	  (sección	  M13.4).	  
	   Para	   determinar	   estos	   valores	   se	  
adquirieron	   los	   compuestos	   seleccionados	   de	  
proveedores	  diferentes	  a	  los	  de	  la	  quimioteca	  
original	  (sección	  M13.3).	  Como	  se	  indica	  en	  la	  
Tabla	  R2,	  todos	  los	  compuestos	  seleccionados	  
presentan	  una	  EC50	  inferior	  a	  1	  µM	  y	  una	  CC50	  	  
	  
Tabla	  R2.	  Potencia	  y	  toxicidad	  de	  los	  compuestos	  seleccionados.	  Siguiendo	  la	  metodología	  descrita	  en	  la	  
sección	   M13.4	   se	   determinaron	   los	   índices	   de	   potencia	   (EC50	   and	   EC90)	   y	   citotoxicidad	   (CC50)	   para	   los	  
compuestos	  seleccionados.	  Los	  índices	  de	  potencia	  se	  muestran	  como	  promedio	  y	  desviación	  estándar	  de	  
un	  mínimo	  de	  cuatro	  experimentos	  independientes	  (n=4).	  El	  índice	  de	  citotoxicidad	  se	  calculó	  en	  paralelo	  a	  
la	   determinación	   del	   índice	   EC50	   en	   cultivos	   celulares	   sin	   infectar	   y	   se	  muestra	   como	   valor	   promedio	   y	  
desviación	   estándar	   de	   tres	   experimentos	   independientes	   (n=3).	   Los	   índices	   terapéuticos	   (I.T.)	   se	  
calcularon	  mediante	  determinación	  del	  ratio	  de	  los	  valores	  promedio	  obtenidos	  para	  CC50	  y	  EC50.	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que	   es	   significativamente	   mayor	   asegurando	  
I.T.s	   superiores	   a	   10.	   De	   los	   cuatro	  
compuestos	   analizados,	   hidroxicina	   presenta	  
la	  mayor	  potencia	   (EC50	  de	  0.26	  ±	  0.13	  µM)	  y	  
menor	  toxicidad	  (CC50	  de	  46.25	  ±	  6.25	  µM)	  con	  
un	   I.T.	   de	   178.	   La	   ventana	   terapéutica	   más	  
reducida	  se	  observa	  para	  perfenacina	  cuyo	  I.T.	  
es	  de	  sólo	  10,	  debido	  a	  que	  presenta	  una	  EC50	  
de	  1	  ±	  0.45	  µM	  y	  una	  CC50	  de	  10.50	  ±	  0.70	  µM.	  
Para	  benztropina	  y	  perfenacina	  se	  detectaron	  
valores	   intermedios	   de	   potencia,	   toxicidad	   y,	  
por	   consiguiente,	   I.T.	   En	   el	   caso	   de	  
benztropina,	   la	  EC50	  es	  de	  0.67	  ±	  0.29	  µM,	  su	  
CC50,	  de	  26.25	  ±	  1.76	  µM	  y	  presenta	  un	  I.T.	  de	  
39;	  para	   fluoxetina,	   los	  valores	  de	  EC50	  y	  CC50	  
fueron	   de	   0.45	   ±	   0.27	   y	   10.25	   ±	   1.76	   µM,	  
respectivamente,	  con	  un	  I.T.	  de	  23.	  Salvo	  que	  
se	   indique	   lo	   contrario,	   todos	   los	   ensayos	  
descritos	   a	   partir	   de	   aquí	   se	   realizaron	  
empleando	   una	   concentración	   final	   de	   3	   µM	  
para	   fluoxetina,	   5	   µM	   para	   perfenacina	   e	  
hidroxicina	   y	   7.5	   µM	   para	   benztropina,	   que	  
fueron	  establecidas	  al	  ser	  aproximadamente	  2	  
veces	   la	  EC90	  de	   los	  compuestos	  presentes	  en	  
la	  quimioteca	  original.	  	  
Con	  objeto	  de	   confirmar	   la	   capacidad	  
de	   estos	   compuestos	   para	   inhibir	   la	  
propagación	   del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   en	  
cultivo	   celular	   empleamos	   un	   sistema	  
alternativo	  de	  monitorización	  de	  la	  progresión	  
de	  la	  infección.	  Para	  ello,	  se	  inocularon	  células	  
Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	   con	   el	   virus	   parental	   JFH-­‐1	  
(MDI	  de	  0.01),	   en	  presencia	  de	   los	  diferentes	  
compuestos	   o	   el	   control	   DMSO	   (vehículo)	  
(sección	   M2.3.2).	   A	   día	   6	   post-­‐infección,	   se	  
recogieron	  extractos	  celulares	  para	  su	  análisis	  
mediante	   Western	   Blot	   (sección	   M10)	  
empleando	   un	   anticuerpo	   específico	   frente	   a	  
la	   proteína	   viral	   NS3	   (Figura	   R2A).	  
Confirmamos	   que	   el	   tratamiento	   con	  
perfenacina,	   hidroxicina	   y	   benztropina	   inhibe	  
en	  más	   de	   10	   veces	   la	   propagación	   del	   virus	  
respecto	   del	   control	   (Figura	   R2B)	   lo	   que	  
sugiere	   que	   todos	   ellos	   son	   inhibidores	  
eficaces	  de	  la	  infección	  por	  HCV.	  A	  pesar	  de	  su	  
aparente	  potencia,	  fluoxetina	  parece	  inhibir	  la	  
propagación	   del	   virus	   de	   forma	  menos	   eficaz	  
que	   el	   resto	   de	   los	   compuestos	   (Figura	   R2B).	  
Dado	   que	   el	   I.T.	   de	   este	   compuesto	   es	  
relativamente	   bajo	   y	   no	   permite	   aumentar	  
mucho	   la	   dosis	   de	   compuesto	   en	   nuestros	  
	  
Figura	   R2.	   Los	   compuestos	   seleccionados	  
inhiben	   la	   propagación	   de	   la	   cepa	   JFH-­‐1.	   Se	  
inocularon	  células	  Huh-­‐7.5.1	  clon-­‐2	  con	  el	  virus	  
JFH-­‐1	  (MDI	  de	  0.01)	  en	  presencia	  de	  hidroxicina	  
(5	  µM),	  perfenacina	  (5	  µM),	   fluoxetina	  (3	  µM),	  
benztropina	  (7.5	  µM)	  o	  el	   control	  DMSO.	  (A)	  A	  
día	   6	   post-­‐infección,	   se	   recogieron	   extractos	  
celulares	   para	   determinar	   los	   niveles	   de	  
expresión	   de	   NS3	   y	   β-­‐actina	   como	   control	   de	  
carga	  mediante	  Western	   Blot.	   (B)	   Eficiencia	  de	  
infección	  de	  la	  cepa	  JFH-­‐1	  determinada	  en	  base	  
a	   la	   señal	   de	   NS3	   normalizada	   por	   β-­‐actina	   y	  
expresada	   como	   valor	   promedio	   y	   error	  
promedio	  de	  la	  n	  correspondiente	  (n=2).	  Todos	  
los	   valores	   se	   expresan	   como	   porcentaje	   del	  
control	   (100%).	   Hdxc,	   hidroxicina;	   Perf,	  
perfenacina;	   Fluo,	   fluoxetina;	   Benz,	  
benztropina. 
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ensayos,	  se	  descartó	  el	  empleo	  de	   fluoxetina	  
para	  experimentos	  posteriores.	  
En	   conjunto,	   estos	   resultados	  
sugieren	   que	   hidroxicina	   y	   benztropina	   son	  
buenos	   candidatos	   antivirales	   con	   uso	  
potencial	   en	   el	   tratamiento	   de	   la	   infección	  
por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C.	  
	  
	  
R.1.3.-­‐	   Los	   compuestos	   seleccionados	  
inhiben	   aspectos	   tempranos	   de	   la	   infección	  
por	  HCV	  
	  
Una	   vez	   que	   confirmamos	   y	  
evaluamos	   la	   actividad	   antiviral	   de	   los	  
compuestos	  seleccionados,	  nuestro	  siguiente	  
objetivo	  fue	  identificar	  qué	  aspectos	  del	  ciclo	  
replicativo	   del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   se	  
encuentran	   inhibidos	   por	   los	   mismos.	   Para	  
ello,	   se	   llevaron	  a	   cabo	  ensayos	  de	   infección	  
de	   ciclo	   único.	   Brevemente,	   se	   inocularon	  
células	   Huh-­‐7	   con	   el	   virus	   D183v	   a	   una	  MDI	  
de	   10	   en	   presencia	   de	   los	   diferentes	  
compuestos	   (sección	  M2.3.1)	   y,	   a	   48	   hpi,	   se	  
recogieron	   muestras	   de	   sobrenadantes	   y	   de	  
células	   infectadas.	   Los	   sobrenadantes	   se	  
titularon	   mediante	   dilución	   límite,	  
inmunofluorescencia	   y	   recuento	   de	   focos	   de	  
infección	   (sección	   M2.2.4)	   para	   determinar	  
los	   títulos	   de	   infectividad	   extracelular	   que,	  
como	   se	   indica	   en	   la	   Figura	   R3A,	   muestran	  
una	   reducción	   de	   1	   orden	   de	   magnitud	   con	  
respecto	   al	   control	   (DMSO)	   en	   el	   caso	   de	  
benztropina	  y	  de	  2	  órdenes	  de	  magnitud	  en	  el	  
caso	  de	  hidroxicina	  y	  perfenacina.	  	  	  
	   Los	  extractos	  de	  células	  infectadas	  se	  
emplearon	   para	   determinar	   los	   niveles	   de	  
RNA	   viral	   intracelular	   mediante	   RT-­‐PCR	  
cuantitativa	   (sección	   M9.2)	   observándose	  
una	   reducción	   de	   más	   de	   2	   órdenes	   de	  
magnitud	   con	   respecto	   al	   control	   en	   el	   caso	  
	  
Figura	   R3.	   Los	   compuestos	   seleccionados	  
inhiben	  aspectos	  tempranos	  de	  la	  infección	  por	  
el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C.	   (A)	   Se	   inocularon	  
células	  Huh-­‐7	  con	  el	  virus	  D183v	  (MDI	  de	  10)	  en	  
presencia	  de	  perfenacina	  (5	  µM),	  hidroxicina	  (5	  
µM),	  benztropina	  (7.5	  µM)	  o	  el	  control	  DMSO.	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de	  hidroxicina	   y	  perfenacina	   y	  de	  más	  de	  30	  
veces	  en	  el	  caso	  de	  benztropina	  (Figura	  R3A).	  
Esta	   disminución	   en	   los	   niveles	   de	   RNA	   viral	  
intracelular	   va	   en	   paralelo	   a	   la	   reducción	  
observada	   en	   los	   títulos	   de	   infectividad	  
extracelular	   (Figura	   R3A)	   lo	   que	   indica	   que	  
estos	   inhibidores	   interfieren	   con	   algún	  
aspecto	  temprano	  de	  la	  infección	  por	  el	  virus	  
de	   la	   hepatitis	   C	   que	   conduce	   a	   la	  
acumulación	  de	  RNA	  viral.	  
Se	   obtuvieron	   resultados	   similares	  
mediante	   un	   sistema	   alternativo	   de	   infección	  
basado	  en	  el	  empleo	  de	  HCVTCPs	   (sección	  M4)	  
que	  son	  viriones	  defectivos	  de	  HCV	  portadores	  
de	  un	  gen	  marcador	  (luciferasa)	  que	  producen	  
una	   única	   ronda	   de	   infección.	   Siguiendo	   la	  
metodología	   descrita	   en	   la	   sección	   M4,	   se	  
inocularon	   células	   Huh-­‐7	   con	   un	   stock	   de	  
HCVTCPs	   en	   presencia	   de	   los	   compuestos	  
seleccionados	  y,	  a	  48	  hpi,	  se	  determinaron	  los	  
niveles	   intracelulares	   de	   luciferasa	   (sección	  
M6).	   La	   eficiencia	   de	   infección	   de	   las	   HCVTCPs	  
se	  reduce	  en	  más	  de	  10	  veces	  con	  respecto	  al	  
control	  en	  el	  caso	  de	  hidroxicina	  y	  perfenacina	  
y	  en	  más	  de	  5	  veces	  en	  las	  células	  tratadas	  con	  
benztropina	   (Figura	   R3B).	   Estos	   resultados	  
sugieren	   que	   los	   compuestos	   seleccionados	  
inhiben	   un	   evento	   temprano	   de	   la	   infección	  
por	   HCV	   (entrada	   del	   virión,	   traducción	   o	  
replicación	   del	   genoma	   viral)	   y	   refuerzan	   la	  
observación	   realizada	  durante	   los	   ensayos	  de	  
infección	  de	  ciclo	  único	  (Figura	  R3A).	  	  
Con	   objeto	   de	   determinar	   si	   los	  
compuestos	   anteriores	   tienen	   como	   diana	  
aspectos	   tempranos	   de	   la	   replicación	   viral	  
(traducción	  primaria	  o	  replicación	  del	  genoma	  
independientemente	  de	   la	   entrada	  del	   virus),	  
se	   electroporaron	   células	   Huh-­‐7	   con	   el	  
replicón	   subgenómico	   SGR-­‐JFH1-­‐luc	   y	   se	  
incubaron,	   durante	   24	   horas,	   con	   los	  
compuestos	   de	   interés	   (sección	   M3).	   Los	  
niveles	   intracelulares	   de	   luciferasa	   se	  
determinaron	   a	   24	   hpe	   (sección	  M6).	   Células	  
tratadas	  con	  el	  inhibidor	  de	  replicación	  2mAde	  
(10	  µM)	  presentan	  una	  reducción	  de	  25	  veces	  
con	  respecto	  al	  control	  DMSO	  (Figura	  R3C)	  en	  
los	   niveles	   de	   expresión	   de	   luciferasa	   lo	   que	  
indica	  que,	  en	  este	  sistema,	  la	  acumulación	  de	  
luciferasa	  depende	  de	   la	   replicación	  viral.	   Los	  
niveles	   de	   actividad	   luciferasa	   detectados	   en	  
las	   células	   tratadas	   con	   hidroxicina	   y	  
benztropina	  son	  comparables	  a	  los	  de	  la	  línea	  
celular	   control	   (DMSO)	   (Figura	   R3C)	  
observándose	  una	  reducción	  estadísticamente	  
A	   48	   hpi,	   se	   recogieron	   sobrenadantes	   y	  
extractos	   celulares	   para	   determinar	   la	  
producción	   de	   progenie	   infecciosa	   mediante	  
determinación	   de	   los	   títulos	   de	   infectividad	  
extracelular	  (ffu/ml)	  y	  	  los	  niveles	  de	  RNA	  viral	  
intracelular	   mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa,	  
respectivamente.	   Los	   datos	   provienen	   de	   dos	  
experimentos	   independientes	   realizados	   en	  
triplicado	   (n=6).	   (B)	   Inhibición	   de	   la	   infección	  
con	   HCVTCPs.	   Se	   inocularon	   células	   Huh-­‐7	   con	  
HCVTCPs	   en	   presencia	   de	   perfenacina	   (5	   µM),	  
hidroxicina	   (5	   µM),	  benztropina	   (7.5	  µM)	   o	   el	  
control	  DMSO	  y,	  a	  48	  hpi,	  se	  determinaron	   los	  
niveles	   de	   actividad	   luciferasa	   (sección	   M6).	  
Los	   datos	   son	   representativos	   de	   dos	  
experimentos	   independientes	   realizados	   en	  
triplicado	  (n=6).	  (C)	  Inhibición	  de	   la	  replicación	  
del	  SGR-­‐JFH1.	  Se	  electroporaron	  células	  Huh-­‐7	  
con	  el	  replicón	  SGR-­‐JFH1-­‐luc	  y,	  a	  continuación,	  
se	  trataron	  con	  perfenacina	  (5	  µM),	  hidroxicina	  
(5	   µM),	   benztropina	   (7.5	   µM)	   o	   DMSO	   y	  
2mAde	   (10	   µM)	   como	   controles	   negativo	   y	  
positivo,	   respectivamente.	   A	   24	   hpe,	   se	  
determinaron	   los	   niveles	   de	   actividad	  
luciferasa.	   Los	   datos	   son	   representativos	   de	  
dos	   experimentos	   independientes	   realizados	  
en	   duplicado	   (n=4).	   Todos	   los	   datos	   se	  
muestran	   como	   valor	   promedio	   y	   desviación	  
estándar	  de	  la	  n	  correspondiente	  y	  se	  expresan	  
como	   porcentaje	   del	   control	   (100%).	   La	  
significancia	   estadística	   de	   las	   diferencias	   con	  
respecto	  al	   control	   se	  determinaron	  mediante	  
la	   prueba	   t	   de	   Student´s	   (*,	   P<	   0.05;	   **,	   P<	  
0.01).	   Hdxc,	   hidroxicina;	   Perf,	   perfenacina;	  
Benz,	   benztropina;	   C+,	   control	   positivo	   de	  
inhibición.	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significativa,	  aunque	  marginal	  en	  su	  magnitud,	  
en	   el	   caso	   de	   perfenacina.	   Estos	   resultados	  
indican	  que	   los	  eventos	  más	   tempranos	  de	   la	  
replicación	   viral	   no	   se	   encuentran	   afectados	  
por	   los	   compuestos	   seleccionados	   y	   sugieren	  
que	   su	  diana	  podría	   ser	  un	  estadío	   temprano	  
del	   ciclo	   infectivo	   anterior	   a	   la	   traducción	  
primaria,	  probablemente	  a	  nivel	  de	  entrada.	  	  
	  
	  
R1.4.-­‐	  Análisis	  del	   impacto	  de	  los	  inhibidores	  
seleccionados	   sobre	   la	   infección	   persistente	  
por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
	  
Con	   objeto	   de	   evaluar	   el	   impacto	   de	  
estos	   inhibidores	  sobre	  aspectos	  tardíos	  de	   la	  
infección	   por	   el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	  
empleamos	   un	   modelo	   de	   infección	  
persistente.	  Para	  ello,	  inoculamos	  células	  Huh-­‐
7	   a	   baja	   multiplicidad	   de	   infección	   (MDI	   de	  
0.01)	   con	   la	   cepa	   JFH-­‐1	   de	   HCV	   (sección	  
M2.3.3).	   Una	   vez	   establecida	   la	   infección,	   las	  
células	  se	  incubaron	  en	  presencia	  de	  cada	  uno	  
de	   los	   compuestos,	   a	   las	   concentraciones	  
antivirales	  ya	  indicadas	  (sección	  R1.2),	  o	  de	  los	  
controles	   DMSO	   y	   2mAde	   (10	   µM)	   y,	   a	   48	  
horas	   post-­‐tratamiento,	   se	   recogieron	  
sobrenadantes	   y	   extractos	   de	   células	  
infectadas	   (sección	   M2.3.3).	   Los	  
sobrenadantes	  se	   titularon	  como	  se	   indica	  en	  
la	   sección	  M2.2.4	   para	   evaluar	   el	   impacto	   de	  
estos	   inhibidores	   sobre	   la	   producción	   de	  
progenie	   infecciosa.	   Los	   extractos	   de	   células	  
infectadas	   se	   emplearon	   para	   determinar	   los	  
niveles	   intracelulares	   de	   RNA	   viral	   mediante	  
RT-­‐PCR	  cuantitativa	  (sección	  M9.2).	  
	  El	   tratamiento	   con	   el	   inhibidor	   de	  
replicación	   2mAde	   (10	   µM),	   empleado	   como	  
control	   positivo,	   provoca	   una	   reducción	  
significativa	  de	  más	  de	  2	  órdenes	  de	  magnitud	  
con	   respecto	   al	   control	   DMSO	   en	   los	   niveles	  
intracelulares	   de	   RNA	   viral	   así	   como	   en	   los	  
títulos	  de	   infectividad	  extracelular	   (Figura	  R4)	  
lo	   que	   indica	   que	   el	   abordaje	   experimental	  
empleado	   permitiría	   la	   identificación	   de	  
inhibidores	  de	  la	  replicación	  viral.	  	  
	  
Figura	   R4.	   Impacto	   de	   los	   compuestos	  
seleccionados	   en	   la	   infección	   persistente	   por	  
el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C.	   Células	   Huh-­‐7	  
persistentemente	   infectadas	   con	   la	   cepa	   JFH-­‐1	  
(genotipo	   2a)	   del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   se	  
trataron	  con	  perfenacina	  (5	  µM),	  hidroxicina	  (5	  
µM),	   benztropina	   (7.5	   µM)	   y	   DMSO	   y	   2mAde	  
(10	   µM)	   como	   controles	   negativo	   y	   positivo,	  
respectivamente.	   A	   48	   h	   post-­‐tratamiento,	   se	  
recogieron	   sobrenadantes	   y	   extractos	   de	  
células	   infectadas	   para	   determinar	   los	   títulos	  
de	   infectividad	   extracelular	   mediante	  
inmunomicroscopía	   de	   fluorescencia	   (sección	  
M2.2.4)	   y	   niveles	   de	   RNA	   viral	   intracelular	  
mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa,	  
respectivamente.	   Para	   eliminar	   los	   restos	   de	  
compuesto	  que	  pudieran	  estar	  presentes	  en	  los	  
sobrenadantes,	   se	   purificaron	   los	   viriones	  
infecciosos	   mediante	   microfiltración.	   A	  
continuación,	   se	   determinaron	   los	   títulos	   de	  
infectividad	   extracelular	   en	   los	   sobrenadantes	  
purificados.	   Los	  datos	   se	  muestran	  como	  valor	  
promedio	   y	   desviación	   estándar	   de	   los	  
resultados	   obtenidos	   en	   dos	   experimentos	  
independientes	  realizados	  en	  triplicado	  (n=6)	  y	  
se	   expresan	   como	   porcentaje	   del	   control	  
(100%).	   La	   significancia	   estadística	   de	   las	  
diferencias	   con	   respecto	   al	   control	   se	  
determinaron	   mediante	   la	   	   prueba	   t	   de	  
Student´s	   (*,	   P<	   0.05;	   **,	   P<	   0.01).	   Hdxc,	  
hidroxicina;	   Perf,	   perfenacina;	   Benz,	  
benztropina;	  C+,	  control	  positivo	  de	  inhibición.	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En	   las	  células	  tratadas	  con	  hidroxicina	  
y	   benztropina,	   los	   niveles	   intracelulares	   de	  
RNA	   viral	   son	   comparables	   a	   los	   de	   la	   línea	  
celular	   control	   (DMSO)	   mientras	   que	   éstos	  
disminuyen	   de	   manera	   estadísticamente	  
significativa,	   aunque	   marginal,	   como	  
consecuencia	  del	  tratamiento	  con	  perfenacina	  
(Figura	   R4).	   En	   conjunto,	   estos	   resultados	  
indican	  que	   los	   compuestos	   seleccionados	  no	  
inhiben	   la	   replicación	   del	   RNA	   viral	   en	   el	  
contexto	  de	  una	  infección	  persistente.	  	  
Los	  títulos	  de	   infectividad	  extracelular	  
muestran	   una	   reducción	   significativa	   con	  
respecto	   a	   la	   línea	   celular	   control	   (DMSO)	  
como	   consecuencia	   del	   tratamiento	   con	  
hidroxicina,	  benztropina	  y	  perfenacina	  (Figura	  
R4).	  Es	  posible	  que	  la	  presencia	  de	  compuesto	  
en	   los	   sobrenadantes	   durante	   su	   titulación	  
interfiera	  en	  la	  determinación	  de	  los	  títulos	  de	  
infectividad	   extracelular.	   Para	   evitar	   una	  
infravaloración	   de	   los	   mismos,	   se	   purificaron	  
los	   viriones	   infecciosos	   de	   los	   sobrenadantes	  
de	   células	   infectadas	   por	   microfiltración	   y,	   a	  
continuación,	   se	   titularon	   según	   se	   describe	  
en	   la	  sección	  M2.2.4.	  Las	  células	  tratadas	  con	  
hidroxicina	   muestran	   unos	   títulos	   de	  
infectividad	  extracelular	  comparables	  a	   los	  de	  
la	   línea	  celular	   control	   (DMSO)	   (Figura	  R4).	  El	  
tratamiento	   con	   perfenacina	   y	   benztropina	  
provoca	  una	  reducción	  significativa	  del	  20%	  y	  
60%,	   respectivamente,	   en	   los	   títulos	   de	  
infectividad	  	  	  	  extracelular.	  	  
En	  conjunto,	  estos	  resultados	  sugieren	  
que	   ni	   la	   replicación	   del	   RNA	   viral	   ni	   la	  
producción	   de	   progenie	   infecciosa	   se	  
encuentran	   significativamente	   afectadas	   por	  
el	   tratamiento	   con	   los	   compuestos	  
seleccionados	  en	  el	  contexto	  de	  una	  infección	  
persistente,	  con	  la	  excepción	  de	  una	  pequeña	  
reducción	  en	   la	  producción	  de	   virus	  progenie	  
en	   las	   células	   tratadas	  con	  benztropina.	  Estas	  
observaciones	   confirman	   los	   resultados	  
obtenidos	  en	  los	  ensayos	  de	  infección	  de	  ciclo	  
único	   (Figura	  R3A)	   y	   con	  HCVTCPs	   (Figura	  R3B)	  
que	   sugieren	   que	   un	   evento	   temprano	   del	  
ciclo	   infectivo	   del	   HCV,	   que	   precede	   a	   la	  
replicación	   del	   RNA	   viral	   (Figura	   R3C),	   es	  
susceptible	   de	   inhibición	   por	   estos	  
compuestos.	  
	  
	  
R1.5.-­‐	  Los	  compuestos	  seleccionados	   inhiben	  
la	  entrada	  de	  varios	  genotipos	  del	  virus	  de	  la	  
hepatitis	  C	  
	  
Para	   determinar	   si	   los	   compuestos	  
seleccionados	   inhiben	   la	   entrada	   del	   virus	   de	  
la	   hepatitis	   C	   en	   la	   célula	   hospedadora,	  
empleamos	   el	   modelo	   de	   entrada	   viral	  
sustitutivo	   basado	   en	   pseudopartículas	  
retrovirales	   (HCVPP)	   que	   se	   describe	   en	   la	  
sección	  M5.1.	  Se	  inocularon	  células	  Huh-­‐7	  con	  
una	   mezcla	   1:1	   de	   compuesto	   y	   HCVPP	   que	  
presentan,	   en	   su	   envuelta,	   las	   glicoproteínas	  
de	  genotipos	  distintos	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  
C	  (1a,	  1b,	  2a,	  2b,	  3a,	  4	  y	  5).	  Adicionalmente,	  y	  
como	  controles	  de	  especificidad	  de	  inhibición,	  
se	   emplearon	   partículas	   retrovirales	  
pseudotipadas	  con	  la	  proteína	  G	  del	  virus	  de	  la	  
estomatitis	   vesicular	   (VSVPP),	   la	   glicoproteína	  
del	   retrovirus	   felino	   (RD114)	   o	   las	  
glicoproteínas	  de	  la	  envuelta	  HA	  y	  NA	  del	  virus	  
de	   la	  gripe	   (FLU)	   (ver	  sección	  M5.1).	  A	  72	  hpi	  
se	   midió	   la	   acumulación	   intracelular	   de	  
luciferasa	  (sección	  M6).	  La	  actividad	  luciferasa	  
es	   proporcional	   a	   la	   capacidad	   de	   las	  
envueltas	   correspondientes	   de	  mediar	   en	   los	  
diferentes	   eventos	   que	   permiten	   la	   entrada	  
viral	   (reconocimiento	   de	   receptores,	  
internalización	  de	  la	  partícula	  viral	  y	  fusión	  de	  
membranas)	   por	   lo	   que	   este	   sistema	   de	  
infección	  es	  una	  herramienta	  útil	  para	  la	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identificación	  de	  inhibidores	  específicos	  de	  la	  	  
entrada	   viral.	   Las	   HCVPP	   que	   expresan	   las	  
glicoproteínas	  de	  la	  envuelta	  de	  la	  cepa	  JFH-­‐1,	  
genotipo	  2a,	  son	  particularmente	  susceptibles	  
a	   la	   inhibición	   mediada	   por	   hidroxicina,	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
benztropina	   y	   perfenacina	   (Figura	   R5).	   El	  
tratamiento	   con	   perfenacina	   inhibe	   de	  
manera	   significativa	   la	   eficiencia	   de	   infección	  
de	   las	  HCVPP	  de	   los	  genotipos	  1	  al	  4	   (de	  3	  a	  5	  
veces	   con	   respecto	   al	   control	   DMSO,	  
respectivamente)	  (Figura	  R5A).	  Esta	  inhibición,	  
aunque	  significativa,	  es	  sólo	  marginal	  para	   las	  
HCVPP	   del	   genotipo	   5	   y	   de	   las	   VSVPP	  
(disminución	   en	   la	   eficiencia	   de	   infección	   del	  
16%	   y	   28%	   con	   respecto	   al	   control,	  
respectivamente).	  En	  presencia	  de	  hidroxicina	  
(5	  µM),	   la	  eficiencia	  de	  infección	  de	  las	  HCVPP	  
del	   genotipo	   2	   disminuye	   de	   manera	   muy	  
significativa	   con	   respecto	   al	   tratamiento	  
control;	   esta	   disminución,	   aunque	  
significativa,	   es	   sólo	   parcial	   (menos	   del	   30%	  
respecto	   del	   control)	   para	   las	   HCVPP	   de	   los	  	  
Figura	   R5.	   Hidroxicina,	   benztropina	   y	  
perfenacina	   inhiben	   la	   entrada	   de	   HCV.	   Se	  
infectaron	   células	   Huh-­‐7	   con	   partículas	  
retrovirales	   pseudotipadas	   que	   expresan	   las	  
glicoproteínas	   de	   la	   envuelta	   de	   distintos	  
genotipos	   de	   HCV	   (HCVPP)	   en	   presencia	   de	  
perfenacina	   (5	   µM),	   hidroxicina	   (5	   µM	   y	   25	  
µM),	   benztropina	   (7.5	   µM	   y	   15	   µM)	   o	   el	  
control	   DMSO.	   Adicionalmente,	   se	   emplearon	  
partículas	   pseudotipadas	   que	   expresan	   las	  
glicoproteínas	   de	   la	   envuelta	   de	   VSV,	   el	   virus	  
de	  la	  gripe	  (FLU)	  o	  el	  retrovirus	  felino	  (RD114)	  
para	   determinar	   la	   especificidad	   de	   la	  
inhibición.	   Los	   datos	   se	  muestran	   como	   valor	  
promedio	   y	   desviación	   estándar	   de	   los	  
resultados	   de	   dos	   experimentos	  
independientes	  realizados	  en	  triplicado	  (n=6)	  y	  
se	   representan	   como	   porcentaje	   del	   control	  
(100%).	   La	   significancia	   estadística	   de	   las	  
diferencias	   con	   respecto	   al	   control	   se	  
determinaron	   mediante	   la	   prueba	   t	   de	  
Student´s	   (*,	   P<	   0.05;	   **,	   P<	   0.01).	   GT,	  
Genotipo	  viral.	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genotipos	   1,	   3	   y	   4	   (Figura	   R5B).	   Un	   aumento	  
en	   la	   concentración	   de	   hidroxicina	   (25	   µM)	  
reduce	   la	   eficiencia	  de	   infección	  de	   las	  HCVPP	  
de	  los	  genotipos	  1,	  3	  y	  4	  en	  aproximadamente	  
un	   80%	   respecto	   del	   control	   (Figura	   R5B).	   En	  
el	  caso	  de	  benztropina,	  ésta	  inhibe	  de	  manera	  
significativa	   la	   entrada	   de	   las	   HCVPP	   de	   los	  
genotipos	   1	   al	   4	   independientemente	   de	   su	  
concentración	  (Figura	  R5C).	  El	  tratamiento	  con	  
benztropina	   a	   15	   µM	   inhibe	   de	   manera	  
significativa,	   aunque	   de	   forma	   marginal,	   la	  
entrada	   de	   las	   HCVPP	   del	   genotipo	   5	   (Figura	  
R5C).	   En	   conjunto,	   estos	   resultados	   indican	  
que	   los	  compuestos	  seleccionados	   inhiben	  de	  
manera	  eficaz	  y	  selectiva	  la	  entrada	  de	  HCV	  en	  
la	   célula	   hospedadora	   a	   pesar	   de	   las	  
diferencias	   observadas	   entre	   genotipos	   en	  
cuanto	  a	  la	  eficacia	  de	  inhibición.	  	  
	  
	  
R1.6.-­‐	   La	   entrada	   de	   la	   cepa	   JFH-­‐1	   de	   HCV,	  
genotipo	   2a,	   en	   la	   célula	   hospedadora	   es	  
especialmente	   susceptible	   a	   la	   actividad	  
antiviral	  de	  hidroxicina	  
	  
Para	   confirmar	   que	   las	   HCVPP	   que	  
expresan	   las	   glicoproteínas	   de	   la	   envuelta	   de	  
la	   cepa	   JFH-­‐1,	   genotipo	   2a,	   son	  
particularmente	   susceptibles	   a	   la	   actividad	  
antiviral	   de	   hidroxicina	   (Figuras	   R5B)	   se	  
procedió	  a	  evaluar	   la	  propagación	  de	  virus	  de	  
diferentes	   genotipos	   en	   presencia	   de	   los	  
compuestos	   de	   interés.	   Para	   ello,	   se	  
inocularon	   células	   Huh-­‐7.5.1	   clon-­‐2	   a	   baja	  
multiplicidad	   (MDI	   de	   0.01)	   en	   presencia	   de	  
los	   diferentes	   compuestos	   (sección	   M2.3.2)	  
con	  el	   virus	   JFH-­‐1	  y	   los	   virus	  quimera	  H77C3-­‐
JFH1	   y	   Con1C3-­‐JFH1,	   que	   expresan	   las	  
proteínas	   estructurales	   de	   los	   genotipos	   2a	  
(JFH-­‐1),	  1a	  (H77)	  y	  1b	  (Con1),	  respectivamente	  
(sección	   M2.1).	   A	   día	   6	   post-­‐infección,	   se	  
recogieron	   extractos	   celulares	   para	  
determinar	   los	   niveles	   de	   RNA	   viral	  
intracelular	   mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa	  
(sección	  M9.2).	  El	  tratamiento	  con	  hidroxicina	  
provoca	  una	  reducción	  significativa	  de	  más	  de	  
4	   órdenes	   de	   magnitud	   respecto	   del	   control	  
(DMSO)	   en	   los	   niveles	   intracelulares	   de	   RNA	  
viral	   de	   la	   cepa	   JFH-­‐1	   (Figura	   R6).	   Esta	  
reducción,	   aunque	   significativa,	   es	   sólo	  
marginal	   en	   el	   caso	   de	   los	   virus	   quimera	  
H77C3-­‐JFH1	   y	   Con1C3-­‐JFH1.	   Benztropina	   y	  
perfenacina	   también	   reducen	   la	   acumulación	  
intracelular	   de	   RNA	   viral	   de	   manera	  
	  
Figura	   R6.	   Hidroxicina	   presenta	   actividad	  
antiviral	   selectiva	   frente	  a	  virus	  del	   genotipo	  
2	   de	   HCV.	   Se	   inocularon	   células	   Huh-­‐7.5.1	  
clon-­‐2	   con	   el	   virus	   JFH-­‐1	   o	   los	   virus	   quimera	  
H77C3-­‐JFH1	   y	   Con1C3-­‐JFH1	   (MDI	   de	   0.01)	   en	  
presencia	   de	   perfenacina	   (5	   µM),	   hidroxicina	  
(5	   µM),	   benztropina	   (7.5	   µM)	   o	   el	   control	  
DMSO.	  A	  día	  6	  post-­‐inoculación,	  se	  recogieron	  
extractos	   de	   células	   infectadas	   para	  
determinar	   los	   niveles	   intracelulares	   de	   RNA	  
viral	   mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa.	   Los	   datos	  
se	  muestran	  como	  valor	  promedio	  y	  desviación	  
estándar	   de	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   dos	  
experimentos	   independientes	   realizados	   en	  
triplicado	  (n=6)	  y	  se	  expresan	  como	  porcentaje	  
del	   control	   (100%).	   La	   significancia	   estadística	  
de	   las	   diferencias	   con	   respecto	   al	   control	   se	  
determinaron	   mediante	   la	   prueba	   t	   de	  
Student´s	  (*,	  P<	  0.05;	  **,	  P<	  0.01).	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significativa	   con	   descensos	   de	   1	   y	   3	   órdenes	  
de	   magnitud	   respecto	   del	   control,	  
respectivamente	   (Figura	   R6).	   No	   obstante,	   el	  
tratamiento	   con	   estos	   dos	   fármacos	   no	   da	  
lugar	   a	   diferencias	   en	   la	   susceptibilidad	   a	   la	  
infección	  por	  los	  distintos	  virus.	  
En	   conjunto,	   estos	   resultados	   indican	  
que	   el	   genotipo	   2	   de	   HCV	   es	   el	   más	  
susceptible	   a	   la	   inhibición	   provocada	   por	   el	  
tratamiento	   con	   hidroxicina	   corroborando	   la	  
observación	   realizada	   en	   los	   ensayos	   de	  
infección	   con	   HCVPP	   (Figura	   R5B).	   Además,	  
refuerzan	   la	  hipótesis	  de	  que	  este	  compuesto	  
tiene	   como	   diana	   un	   paso	   del	   ciclo	   infectivo	  
del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   mediado	   por	   las	  
glicoproteínas	  de	  la	  envuelta.	  	  
	  
	  
R1.7.-­‐	   La	   infección	   con	   la	   cepa	   JFH-­‐1	  de	  HCV	  
está	   bloqueada	   en	   un	   paso	   posterior	   a	   la	  
adsorción	  del	  virus	  a	  la	  célula	  hospedadora	  
	  
Todos	   los	   resultados	  mostrados	  hasta	  
el	   momento	   sugieren	   que	   hidroxicina,	  
benztropina	  y	  perfenacina	  inhiben	  la	  infección	  
por	   HCV	   a	   nivel	   de	   su	   entrada	   en	   la	   célula	  
hospedadora.	   La	   entrada	   viral	   es	   un	   proceso	  
complejo	   que	   requiere	   de	   la	   adsorción	   del	  
virus	   a	   la	   célula	   hospedadora	   y	   su	   posterior	  
internalización	  (Lindenbach	  y	  Rice	  2013;	  Ploss	  
y	  Evans	  2012).	  Para	  determinar	  qué	  paso	  de	  la	  
entrada	   viral	   se	   encuentra	   inhibido	   por	   estos	  
compuestos,	   se	   inocularon	   células	   Huh-­‐7	   con	  
distintas	  diluciones	  del	  virus	  D183v,	  a	  4°C,	  y	  en	  
presencia	   o	   ausencia	   de	   los	   compuestos	   de	  
interés	  según	  se	  describe	  en	  la	  sección	  M13.5	  
(Figura	   R7A).	   Este	   experimento	   se	   basa	   en	   el	  
principio	  de	  que	   la	   adsorción	  del	   virus	  puede	  
tener	   lugar	   a	   4ºC,	   pero	   no	   su	   internalización	  
(Tscherne	  y	  col.,	  2006).	  A	  72	  hpi,	  se	  determinó	  
la	   eficiencia	   de	   infección	   mediante	  
determinación	   del	   título	   viral	   por	  
inmunofluorescencia	   y	   recuento	   de	   focos	   de	  
infección	   en	   las	   diferentes	   diluciones	   (Figura	  
R7B).	  
	  
Figura	  R7.	  Hidroxicina	  y	  benztropina	   inhiben	  
la	  entrada	  de	  HCV	  en	  un	  paso	  posterior	  a	  su	  
adsorción	   a	   la	   célula	   hospedadora.	   (A)	   Se	  
inocularon	   células	   Huh-­‐7	   con	   el	   virus	   D183v	  
(MDI	  de	  10),	  a	  4°C	  y	  en	  presencia	  o	  ausencia	  
de	  los	  compuestos	  de	   interés	  (perfenacina	  (5	  
µM),	   hidroxicina	   (5	   µM),	   benztropina	   (7.5	  
µM)	   o	   el	   control	   DMSO)	   para	   analizar	   su	  
impacto	   sobre	   la	   adsorción	   viral	   o	   eventos	  
posteriores	   a	   dicha	   adsorción,	  
respectivamente.	   A	   1	   hpi,	   las	   células	   se	  
lavaron	   con	   PBS	   y	   se	   incubaron	   con	   nueva	  
solución	   de	   cultivo	   durante	   72	   horas,	   en	  
ausencia	   de	   compuestos	   (impacto	   sobre	   la	  
adsorción	   viral)	   o	   en	   su	   presencia	   (impacto	  
sobre	   eventos	   post-­‐adsorción)	   (sección	  
M13.5).	   (B)	   Eficiencia	   de	   infección	   del	   virus	  
D183v	   (ffu/ml).	   A	   72	   hpi,	   se	   recogieron	   los	  
sobrenadantes	  para	  determinar	   los	  títulos	  de	  
infectividad	   extracelular	   mediante	   dilución	  
límite,	   inmunomicroscopía	  de	  fluorescencia	  y	  
recuento	   de	   focos	   de	   infección	   (sección	  
M2.2.4).	   Los	   datos	   se	   muestran	   como	   valor	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   Cuando	   los	   compuestos	   están	  
presentes	   durante	   la	   adsorción	   del	   virus	   a	   la	  
célula	  hospedadora,	   los	  títulos	  de	  infectividad	  
extracelular	   en	   las	   líneas	   celulares	   tratadas	  
con	   hidroxicina	   y	   benztropina	   son	  
comparables	  al	  control	  DMSO	  (Figura	  R7B).	  La	  
presencia	   de	   perfenacina	   en	   la	   solución	   de	  
cultivo	   disminuye	   de	   manera	   significativa,	  
aunque	  marginal,	   la	  eficiencia	  de	  infección	  de	  
JFH-­‐1.	   Estos	   resultados	   sugieren	   que	  
hidroxicina	  y	  benztropina	  no	  interfieren	  con	  la	  
estabilidad	  de	  la	  partícula	  viral	  o	  la	  unión	  física	  
del	  virión	  a	  la	  célula	  hospedadora.	  Cuando	  los	  
compuestos	  se	  añaden	  durante	  el	  proceso	  de	  
internalización	   del	   virus,	   los	   títulos	   de	  
infectividad	   extracelular	   descienden	  
significativamente,	   entre	   1	   y	   2	   órdenes	   de	  
magnitud,	   con	   respecto	   al	   control	   DMSO	   en	  
las	   células	   tratadas	   con	   benztropina	   e	  
hidroxicina	   y	   perfenacina,	   respectivamente,	  
indicando	   que	   estos	   compuestos	   bloquean	   la	  
infección	   por	   HCV	   en	   un	   paso	   posterior	   a	   la	  
adsorción	  de	  la	  partícula	  viral	  (Figura	  R7B).	  
	  
	  
En	   resumen,	   hemos	   identificado	  
hidroxicina	   y	   benztropina	   como	   dos	   nuevos	  
fármacos	  de	  uso	  clínico	  con	  potencial	  para	  un	  
segundo	  uso	   frente	  a	  HCV.	   Estos	   compuestos	  
inhiben	   la	   entrada	   del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	  
en	  la	  célula	  hospedadora	  en	  un	  paso	  posterior	  
a	  la	  adsorción	  de	  la	  partícula	  viral.	  
	  
	  
R2.-­‐	   Caracterización	   de	   un	   factor	   celular	  
implicado	   en	   la	   regulación	   del	   metabolismo	  
de	   glicero-­‐	   y	   fosfolípidos	   (LPIN1)	   durante	   la	  
infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
	  
La	   mayoría	   de	   pasos	   del	   ciclo	  
replicativo	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  dependen	  
del	   metabolismo	   lipídico	   de	   la	   célula	  
hospedadora.	   La	   infección	   por	   HCV	   además	  
induce	  cambios	  importantes	  en	  la	  homeostasis	  
de	   lípidos	   y	   lipoproteínas	   celulares.	   Por	   lo	  
tanto,	   aquellos	   factores	   celulares	   que	   juegan	  
algún	  papel	  en	  el	  metabolismo	  lipídico	  celular	  
y	   que	   son	   necesarios	   para	   la	   infección	   por	   el	  
virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   resultan	   interesantes	  
como	   potenciales	   dianas	   de	   intervención	  
antiviral.	  
Uno	   de	   estos	   factores	   celulares	   es	   la	  
proteína	   LPIN1.	   Datos	   preliminares	   del	  
laboratorio	   ponen	   de	   manifiesto	   que	   los	  
niveles	   de	   mensajero	   de	   LPIN1	   se	   ven	  
incrementados	   en	   1.6	   veces	   durante	   la	  
infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  en	  líneas	  
de	   hepatoma	   humano.	   Por	   otra	   parte,	   la	  
literatura	   sugiere	   que	   LPIN1	   juega	   un	   papel	  
central	   como	   modulador	   del	   metabolismo	  
celular	  de	  lípidos	  y	  lipoproteínas.	  
Con	   el	   fin	   de	   entender	   mejor	   la	  
relación	   existente	   entre	   el	   metabolismo	  
lipídico	  celular	  y	   la	   infección	  por	  el	  virus	  de	   la	  
hepatitis	  C,	  hemos	  determinado	  el	  papel	  de	  la	  
proteína	  LPIN1	  durante	  el	  ciclo	  de	  vida	  de	  este	  
virus.	  
	  
	  
promedio	   y	   desviación	   estándar	   de	   los	  
resultados	   obtenidos	   en	   dos	   	   experimentos	  
independientes	   realizados	   en	   triplicado	   (n=6).	  
Todos	  los	  valores	  se	  expresan	  como	  porcentaje	  
del	   control	   (100%).	   La	   significancia	   estadística	  
de	   las	   diferencias	   con	   respecto	   al	   control	   se	  
determinaron	   mediante	   la	   prueba	   t	   de	  
Student´s	   (*,	   P<	   0.05;	   **,	   P<	   0.01).	   Hdxc,	  
hidroxicina;	   Perf,	   perfenacina;	   Benz,	  
benztropina.	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R.2.1.-­‐	  La	  infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  
C	   interfiere	   en	   la	   regulación	   de	   la	   expresión	  
de	  LPIN1	  	  
	  
Ensayos	   realizados	   por	   diferentes	  
laboratorios	  (MacPherson	  y	  col.,	  2011;	  Luna	  y	  
col.,	  2015)	  ponen	  de	  manifiesto	  una	  inducción	  
en	   los	   niveles	   de	   mRNA	   de	   LPIN1	   como	  
consecuencia	   de	   la	   infección	   por	   HCV	   (Tabla	  
R3).	  Para	  comprobar	  que	  estos	  resultados	  son	  
reproducibles	  en	  nuestras	  manos,	   inoculamos	  
células	  Huh-­‐7	  a	  alta	  multiplicidad	  (MDI	  de	  10)	  
con	  el	  virus	  D183v	  y,	  a	  distintos	  tiempos	  post-­‐
infección	   (24,	   48	   y	   72	   horas),	   recogimos	  
extractos	   celulares	   para	   su	   análisis	   mediante	  
RT-­‐PCR	   cuantitativa	   (sección	   M9.2).	   En	   la	  
Figura	   R8	   se	   representan	   dos	   experimentos	  
independientes	   en	   los	   que	   se	   observa	   un	  
aumento	  en	   los	  niveles	  de	  RNA	  mensajero	  de	  
LPIN1	  a	  medida	  que	  progresa	   la	   infección	  por	  
HCV.	  	  
Observamos	   una	   inducción	   máxima	  
promedio	  en	  los	  niveles	  de	  RNA	  mensajero	  de	  
LPIN1	   de	   1.6	   veces	   como	   consecuencia	   de	   la	  
infección	   por	   el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   (n=6)	  
(ver	  Tabla	  R3),	  incremento	  que	  es	  comparable	  
al	   observado	   en	   (MacPherson	   y	   col.,	   2011)	   y	  
que	   se	   detectó	   mediante	   el	   empleo	   de	  
microarrays	   en	   un	   modelo	   de	   infección	  
también	  basado	  en	  células	  Huh-­‐7	  (Tabla	  R3).	  
Dado	   que	   los	   trabajos	   anteriores	   no	  
verificaron	   esta	   relación	   a	   nivel	   de	   proteína,	  
analizamos	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	   LPIN1	  
mediante	   Western	   Blot	   a	   los	   tiempos	   post-­‐
infección	   anteriormente	   indicados	   y	  
observamos	   una	   inducción	   máxima	  
comparable	  a	  la	  obtenida	  a	  nivel	  de	  mensajero	  
(inducción	   máxima	   promedio	   de	   1.6	   veces;	  
n=6)	  (datos	  no	  mostrados).	  	  En	  conjunto,	  estos	  
resultados	   indican	   que	   la	   infección	   por	   HCV	  
interfiere	   en	   la	   regulación	   de	   la	   expresión	   de	  
LPIN1.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Tabla	  R3.	  Niveles	  de	  inducción	  del	  mRNA	  de	  LPIN1	  durante	  la	   infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C.	  Se	  
muestran	  los	  resultados	  obtenidos	  por	  diferentes	  laboratorios,	  en	  las	  líneas	  celulares	  de	  hepatoma	  humano	  
indicadas,	  empleando	  metodologías	  diferentes.	  Huh-­‐7i,	  línea	  celular	  Huh-­‐7	  infectada	  con	  HCV;	  Huh-­‐7.5.1c2i,	  
línea	  celular	  Huh-­‐7.5.1	  clon-­‐2	  infectada	  con	  HCV;	  Mock,	  línea	  celular	  Huh-­‐7.5;	  HCV72,	  línea	  celular	  Huh-­‐7.5	  
infectada	   con	   HCV	   a	   72	   horas	   post-­‐infección;	   PMID,	   Identificador	   en	   Pubmed	   de	   la	   publicación	  
correspondiente.	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R2.2.-­‐	   Caracterización	   del	   silenciamiento	   de	  
LPIN1	   en	   células	   de	   hepatoma	   humano	  	  	  
(Huh-­‐7)	  
	  
Para	   caracterizar	   el	   papel	   de	   LPIN1	  
durante	  la	  infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  
C,	   se	  generaron	   líneas	  celulares	  de	  hepatoma	  
humano	   (Huh-­‐7)	   que	   fueran	  deficientes	   en	   la	  
expresión	  de	  dicha	  proteína.	  El	  silenciamiento	  	  
estable	   de	   LPIN1	   se	   realizó	   mediante	  
interferencia	   de	   RNA	   (RNAi)	   empleando	  
vectores	   lentivirales	   para	   la	   expresión	   de	  
short-­‐hairpin	   RNA	   específicos	   frente	   al	   RNA	  
mensajero	   de	   LPIN1,	   cuya	   generación	   se	  
describe	  en	  la	  sección	  M5.2.	  
	   La	  obtención	  de	  líneas	  celulares	  con	  el	  
gen	   lpin1	   silenciado	  se	   llevó	  a	  cabo	  mediante	  
transducción	   de	   células	   Huh-­‐7	   con	   cuatro	  
construcciones	   lentivirales	   que	   expresan	   un	  
shRNA	   específico	   frente	   al	  mRNA	   de	   LPIN1	   o	  
un	   vector	   lentiviral	   control	   que	   expresa	   un	  
shRNA	   sin	   diana	   conocida	   en	   el	   genoma	  
humano	   (shRNA-­‐Ctrol).	   De	   los	   cuatro	  
silenciadores	   específicos	   frente	   al	   mRNA	   de	  
LPIN1,	   dos	   (shRNA-­‐1650	   y	   shRNA-­‐1842)	   se	  
descartaron	   por	   dar	   lugar	   a	   efectos	  
indeseados	  sobre	  las	  células	  transducidas.	  Los	  
silenciadores	   seleccionados	   fueron	   el	   shRNA-­‐
248	   y	   el	   shRNA-­‐1073.	   Para	   facilitar	   la	  
comprensión	  del	  texto,	  en	  adelante,	  las	  líneas	  
celulares	   transducidas	   con	   los	   silenciadores	  
shRNA-­‐248,	   shRNA-­‐1073	   y	   shRNA-­‐Ctrl	   serán	  
definidas	   como	   células	   LPIN1med,	   células	  
LPIN1low	   y	   células	   control,	   respectivamente,	  
atendiendo	   a	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	  
LPIN1	  en	  cada	  una	  de	  ellas	  (Figuras	  R9A	  y	  B).	  	  
A	  distintos	  tiempos	  post-­‐transducción,	  
se	   analizaron	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	  
LPIN1	   mediante	   Western	   Blot	   (sección	   M10)	  
alcanzándose,	  de	  manera	  consistente,	  un	  nivel	  
óptimo	   de	   silenciamiento	   a	   día	   6-­‐7	   post-­‐
transducción.	   Como	   se	   indica	   en	   las	   Figuras	  
R9A	  y	  R9B,	  las	  células	  LPIN1med	  muestran	  una	  
reducción	   parcial	   pero	   consistente	   en	   los	  
niveles	   de	   expresión	   de	   LPIN1	   con	   niveles	   de	  
acumulación	  de	  esta	  proteína	  del	   70%	   (61.94	  
±	  22,37%;	  n=4)	  respecto	  de	  la	  línea	  celular	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
Figura	  R8.	  Inducción	  de	  los	  niveles	  de	  mRNA	  de	  
LPIN1	   durante	   la	   infección	   por	   el	   virus	   de	   la	  
hepatitis	   C.	   Se	   inocularon	   células	   Huh-­‐7	   con	   el	  
virus	   D183v	   (MDI	   de	   10)	   y,	   a	   los	   tiempos	  post-­‐
infección	   indicados,	   se	   recogieron	   extractos	   de	  
células	  infectadas	  para	  determinar	  los	  niveles	  de	  
mRNA	  de	  LPIN1	   (azul)	   y	  de	  RNA	  del	   virus	   de	   la	  
hepatitis	   C	   (rojo)	   mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa	  
(sección	  M9.2).	  Se	  representan	  dos	  cinéticas	  de	  
infección	   con	   progresión	   diferente.	   Todos	   los	  
valores	  se	  expresan	  como	  porcentaje	  del	  control	  
(100%).	   Los	   datos	   son	   representativos	   de	   dos	  
experimentos	   independientes	   realizados	   en	  
triplicado	   (n=3)	   y	   se	   muestran	   como	   valor	  
promedio	   y	   error	   promedio	   de	   la	   n	  
correspondiente.	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control.	   Las	   células	   LPIN1low	   exhiben	   una	  
reducción	   más	   marcada	   en	   la	   expresión	   de	  
LPIN1	   con	   niveles	   de	   acumulación	   del	   2%	  	  	  
(2.00	  ±	  2.12%;	  n=4).	  
	   Verificado	  el	   silenciamiento	  de	   LPIN1,	  
quisimos	   determinar	   el	   impacto	   que	   éste	  
podría	  tener	  sobre	  la	  capacidad	  proliferativa	  y	  
la	  viabilidad	  de	  nuestras	  células.	  La	  capacidad	  
de	   proliferación	   de	   las	   diferentes	   líneas	  
celulares	  se	  evaluó	  mediante	  estimación	  de	  la	  
acumulación	   de	   biomasa	   de	   las	   mismas	   a	   lo	  
largo	   del	   tiempo	   a	   través	   del	   ensayo	  	  
Figura	   R9.	   Caracterización	   del	   silenciamiento	  
de	  LPIN1	  en	  células	  de	  hepatoma	  humano.	  Se	  
transdujeron	  células	  Huh-­‐7	  con	  construcciones	  
lentivirales	   que	   expresan	   shRNAs	   específicos	  
de	   LPIN1	   (shRNA-­‐248	   o	   shRNA-­‐1073)	   o	   un	  
shRNA	   control	   (Tabla	   M4)	   y,	   a	   día	   6-­‐7	   post-­‐
transducción,	   se	   recogieron	   extractos	   y	  
sobrenadantes	  de	   las	  distintas	   líneas	   celulares	  
para	   determinar	   el	   nivel	   de	   silenciamiento	   de	  
LPIN1	   y	   los	   niveles	   de	   secreción	   de	   apoB	  
mediante	   Western	   Blot	   y	   el	   empleo	   de	  
anticuerpos	   específicos.	   Se	   utilizaron	   β-­‐actina	  
intracelular	   y	   α-­‐1-­‐antitripsina	   extracelular,	  
respectivamente,	  como	  controles	  de	  carga.	  (A)	  
Western	  Blot	  frente	  a	  LPIN1	  representativo	  de	  
un	   experimento	   de	   silenciamiento	   génico.	   (B)	  
Niveles	   de	   LPIN1	   intracelulares	   y	   de	   apoB	  
extracelulares	  determinados	  en	  base	  a	  la	  señal	  
de	   cada	   una	   de	   estas	   proteínas	   normalizadas	  
por	  sus	  correspondientes	  controles	  de	   carga	  y	  
expresados	   como	   valor	   promedio	   y	   error	  
promedio	   de	   cuatro	   experimentos	  
independientes	   (n=4).	   A	   los	   tiempos	   post-­‐
transducción	   indicados	   se	   determinaron	   (C)	   la	  
capacidad	   de	   proliferación	   de	   las	   distintas	  
líneas	  celulares	  por	  acumulación	  de	  biomasa	  y	  
(D)	  su	  actividad	  mitocondrial	  mediante	  ensayo	  
de	   MTT.	   En	   (C)	   y	   (D),	   los	   datos	   son	  
representativos	   de,	   al	   menos,	   dos	  
experimentos	   independientes	   (n>6)	   y	   se	  
muestran	   como	   valor	   promedio	   y	   desviación	  
estándar	   de	   la	   n	   correspondiente.	   Todos	   los	  
valores	   se	   expresan	   como	   porcentaje	   del	  
control	   (100%).	   La	   significancia	   estadística	   de	  
las	   diferencias	   respecto	   del	   control	   se	  
determinaron	   mediante	   la	   prueba	   t	   de	  
Student´s	   (*,	   P<	   0.05;	   **,	   P<	   0.01;	   ***,	   P<	  
0.005).	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colorimétrico	  descrito	  en	  la	  sección	  M12.1.	  En	  
la	   Figura	   R9C,	   se	   muestran	   unos	   niveles	   de	  
acumulación	   de	   biomasa	   que	   sugieren	   una	  
tasa	   de	   proliferación	   comparable	   para	   todas	  
las	   líneas	   celulares	   a	   72	   horas	   post-­‐siembra	  
(día	   9	   post-­‐transducción),	   con	   una	   reducción	  
parcial	   pero	   consistente	   en	   la	   capacidad	   de	  
proliferación	   de	   las	   células	   LPIN1low	   a	   96	  
horas	  post-­‐siembra	  (día	  10	  post-­‐transducción).	  
Podemos	   concluir	   que	   el	   silenciamiento	  
mediado	  por	   los	  distintos	  shRNAs	  no	  provoca	  
diferencias	   importantes	   en	   la	   capacidad	   de	  
proliferación	  de	  las	  líneas	  celulares	  deficientes	  
en	  LPIN1.	  Dada	  la	  ausencia	  de	  diferencias	  en	  la	  
capacidad	   de	   proliferación	   entre	   las	   distintas	  
líneas	   celulares	   entre	   los	   días	   7	   y	   9	   post-­‐
transducción,	   todos	   los	   experimentos	   se	  
realizaron	  en	  ese	  intervalo	  de	  tiempo.	  
Asímismo,	   se	   estudió	   la	   actividad	  
mitocondrial	   de	   estas	   líneas	   celulares	   como	  
parámetro	   indicador	   de	   posibles	   alteraciones	  
del	   metabolismo	   celular	   asociadas	   al	  
silenciamiento	  de	  LPIN1,	  mediante	  un	  ensayo	  
colorimétrico	  basado	  en	  MTT	  (sección	  M12.2).	  
Tal	   y	   como	   se	   indica	   en	   la	   Figura	   R9D,	   las	  
células	   LPIN1med	   muestran	   una	   reducción	  
consistente	   del	   20%	   en	   su	   actividad	  
mitocondrial	   comparadas	   con	   la	   línea	   celular	  
control,	   aunque	   esto	   no	   parece	   tener	   un	  
impacto	   sobre	   su	   capacidad	   de	   proliferación	  
dado	   que	   presentan	   un	   perfil	   de	   crecimiento	  
comparable	   al	   de	   las	   células	   control	   (Figura	  
R9C).	   Las	   células	   LPIN1low	   muestran	   una	  
reducción	   significativa,	   menor	   del	   5%	   con	  
respecto	   al	   control,	   en	   su	   actividad	  
mitocondrial.	   En	   conjunto,	   estos	   resultados	  
sugieren	  que	   la	  menor	  actividad	  mitocondrial	  
mostrada	   por	   las	   células	   LPIN1med	   no	   es	  
debida	   al	   silenciamiento	   de	   LPIN1	   sino	   a	   un	  
efecto	   colateral	   (off-­‐target)	   de	   dicho	  
silenciador.	  	  
	   El	   silenciamiento	   de	   LPIN1	   da	   lugar	   a	  
una	   reducción	   significativa	   en	   la	   producción	  
de	   lipoproteínas	   que	   contienen	   apoB	   (VLDL)	  
(Bou	   Khalil	   y	   col.,	   2009).	   Con	   objeto	   de	  
verificar	   si	   la	   expresión	   reducida	   de	   LPIN1	  
tiene	   consecuencias	   a	   nivel	   funcional	  
analizamos	   la	   capacidad	   de	   producción	   de	  
VLDL	   en	   las	   líneas	   celulares	   LPIN1med	   y	  
LPIN1low.	   Para	   ello,	   se	   recogieron	  
sobrenadantes	  de	  células	  en	  las	  que	  habíamos	  
verificado	   el	   silenciamiento	   de	   LPIN1	   (Figura	  
R9A)	   para	   su	   análisis	   mediante	  Western	   Blot	  
empleando	  un	  anticuerpo	  anti-­‐apoB.	  Como	  se	  
indica	   en	   la	   Figura	   R9B,	   los	   niveles	   de	  
secreción	   de	   apoB	   disminuyen	   de	   manera	  
comparable	   entre	   las	   líneas	   LPIN1med	   y	  
LPIN1low	   con	   respecto	   a	   la	   línea	   celular	  
control.	   No	   obstante,	   el	   descenso	   observado	  
en	   las	   células	   LPIN1med	   resulta	  
desproporcionado	   atendiendo	   al	   grado	   de	  
silenciamiento	   de	   LPIN1	   en	   las	  mismas.	   Estos	  
datos	  confirman	  que	  los	  niveles	   intracelulares	  
de	  LPIN1	  son	  limitantes	  para	  la	  producción	  de	  
VLDL	  y	  que	  incluso	  una	  pequeña	  reducción	  en	  
sus	   niveles	   de	   expresión	   (LPIN1med;	  
reducción	  del	  40%	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  
de	   LPIN1	   respecto	   del	   control)	   es	   suficiente	  
para	   tener	   un	   impacto	   significativo	   sobre	   la	  
biosíntesis	  de	  VLDL	  (reducción	  hasta	  el	  21.73	  ±	  
11.7%	   respecto	   del	   control	   en	   los	   niveles	   de	  
secreción	  de	  apoB).	  
	  
	  
R2.3.-­‐	   Papel	   del	   factor	   celular	   LPIN1	   en	   la	  
infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
	  
Con	   el	   fin	   de	   evaluar	   el	   impacto	   del	  
silenciamiento	  de	  LPIN1	  en	   la	   infección	  por	  el	  
virus	   de	   la	   hepatitis	   C,	   se	   llevaron	   a	   cabo	  
ensayos	   de	   infección	   de	   ciclo	   único	   en	   las	  
líneas	  celulares	  control	  y	  silenciadas	  para	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LPIN1,	   LPIN1med	   y	   LPIN1low.	   Las	   diferentes	  
líneas	   celulares	   se	   inocularon	   con	   el	   virus	  
D183v	   a	   una	   MDI	   de	   10	   siguiendo	   la	  
metodología	   descrita	   en	   la	   sección	  M2.3.1.	   A	  
distintos	   tiempos	   post-­‐infección,	   se	  
recogieron	   muestras	   de	   sobrenadantes	   y	   de	  
células	   infectadas.	   Los	   sobrenadantes	   se	  
titularon	   mediante	   dilución	   límite,	  
inmunofluorescencia	   y	   recuento	   del	   número	  
de	   focos	   de	   infección	   (sección	   M2.2.4)	   para	  
determinar	   los	   títulos	   de	   infectividad	  
extracelular	   asociados.	   Los	   resultados	   de	   la	  
cinética	  de	  infección	  se	  muestran	  en	  la	  Figura	  
R10A.	   En	   todos	   los	   casos,	   a	   5	   y	   24	   hpi,	   la	  
producción	   de	   progenie	   viral	   está	   por	   debajo	  
del	   límite	   de	   detección	   (línea	   negra	  
discontinua,	   Figura	   R10A).	   Por	   el	   contrario,	   a	  
48	   y	   72	   hpi,	   los	   títulos	   de	   infectividad	  
extracelular	   reflejan	   una	   reducción	   de	  
aproximadamente	   un	   orden	   de	   magnitud	  
respecto	   del	   control	   tanto	   en	   las	   células	  
LPIN1med	  como	  LPIN1low	  (Figura	  R10A).	  	  
Las	  muestras	   de	   células	   infectadas	   se	  
emplearon	  para	  determinar	  los	  niveles	  de	  RNA	  
viral	  intracelular	  mediante	  RT-­‐PCR	  cuantitativa	  
(sección	   M9.2).	   A	   5	   hpi	   no	   se	   encontraron	  
diferencias	   estadísticamente	   significativas	  
entre	   las	   distintas	   líneas	   celulares	   en	   la	  
acumulación	   de	   RNA	   viral	   por	   célula	   (Figura	  
R10B),	   por	   lo	   que	   podemos	   considerar	   que	  
tanto	   el	   tamaño	   del	   inóculo	   viral	   como	   la	  
adsorción	   del	   virus	   a	   la	   célula	   diana	   fueron	  
comparables	  en	  todos	  los	  casos.	  Sin	  embargo,	  
a	   24,	   48	   y	   72	   hpi,	   la	   disminución	   en	   la	  
acumulación	   intracelular	   de	   RNA	   viral	   es	  
comparable	   a	   la	   observada	   en	   los	   títulos	   de	  
	  
significancia	   estadística	   de	   las	   diferencias	  
respecto	  del	  control	  se	  determinaron	  mediante	  
la	   prueba	   t	   de	   Student´s	   (*,	   P<	   0.05;	   **,	   P<	  
0.01;	  ***,	  P<	  0.005).	  
	  
Figura	   R10.	   Los	   niveles	   celulares	   de	   LPIN1	   son	  
limitantes	   para	   la	   infección	   por	   el	   virus	   de	   la	  
hepatitis	  C.	  Se	  inocularon	  células	  Huh-­‐7	  control	  y	  
deficientes	  en	  LPIN1	  con	  el	  virus	  D183v	  (MDI	  de	  
10)	  y,	  a	   los	  tiempos	  post-­‐infección	   indicados,	   se	  
recogieron	  sobrenadantes	  y	  extractos	  de	  células	  
infectadas	   para	   determinar	   los	   títulos	   de	  
infectividad	   extracelular	   (A)	   mediante	   dilución	  
límite	   e	   inmunomicroscopía	   de	   fluorescencia	  
(sección	   M2.2.4)	   y	   los	   niveles	   intracelulares	   de	  
RNA	   viral	   (B)	   mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa.	   (A)	  
Producción	   de	   progenie	   infecciosa	   determinada	  
a	  partir	  de	  los	  títulos	  de	  infectividad	  extracelular	  
(ffu/ml).	  El	  límite	  de	  detección	  se	  muestra	  como	  
una	   línea	   negra	   discontinua.	   (B)	   Los	   niveles	  
normalizados	   de	   RNA	   viral	   intracelular	   se	  
determinaron	   según	   se	   describe	   en	   la	   sección	  
M9.2.	   Los	   datos	   se	   expresan	   como	   valor	  
promedio	   y	   desviación	   estándar	   de	   dos	  
experimentos	   independientes	   realizados	   en	  
triplicado	   (n=6).	   Todos	   los	   valores	   se	   expresan	  
como	  porcentaje	  del	  control	  (100%).	  La	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infectividad	   extracelular	   (Figura	   R10A)	   tanto	  
en	   las	   células	   LPIN1med	   como	   LPIN1low	  
(Figura	  R10B).	  	  
En	  conjunto,	  estos	  resultados	  sugieren	  
que	   alguno	   de	   los	   pasos	   tempranos	   del	   ciclo	  
infectivo	   de	   HCV	   que	   dan	   lugar	   a	   la	  
acumulación	   del	   RNA	   viral	   podría	   ser	  
dependiente	   de	   LPIN1.	   Además,	   indican	   que	  
una	   pequeña	   reducción	   en	   los	   niveles	   de	  
expresión	  de	  LPIN1	  (LPIN1med;	  Figuras	  R9A-­‐B)	  
es	   suficiente	   para	   provocar	   una	   reducción	  
significativa	   en	   los	   títulos	   de	   infectividad	  
extracelular	   y	   en	   la	   acumulación	   intracelular	  
de	   RNA	   viral	   (Figura	   R10A	   y	   B),	   de	   forma	  
análoga	   a	   lo	   observado	   con	   la	   producción	   de	  
VLDL	  (Figura	  R9B).	  	  
	  
	  
R2.4.-­‐	  La	  infección	  con	  HCVTCPs	  se	  ve	  afectada	  
por	  el	  silenciamiento	  de	  LPIN1	  
	  
Una	   estrategia	   alternativa	   para	  
comprobar	  que	  LPIN1	  podría	  estar	  jugando	  un	  
papel	   importante	   en	   una	   fase	   temprana	   del	  
ciclo	   replicativo	  del	   virus	  durante	   la	   infección	  
aguda,	   entendiendo	   por	   fase	   temprana	   la	  
entrada	   del	   virus	   a	   la	   célula	   y	   la	   traducción-­‐
replicación	   de	   genes	   virales,	   se	   basa	   en	   el	  
empleo	   de	   HCVTCPs	   (sección	   M4)	   cuya	  
eficiencia	   de	   infección	   es	   proporcional	   a	   la	  
expresión	   del	   gen	   reportero	   de	   luciferasa	  
presente	  en	  su	  genoma.	  	  
Siguiendo	   la	   metodología	   descrita	   en	  
la	  sección	  M4,	  las	  células	  LPIN1med,	  LPIN1low	  
y	  control	  se	  inocularon	  con	  HCVTCPs	  y,	  a	  48	  hpi,	  
se	   determinaron	   los	   niveles	   intracelulares	   de	  
actividad	  luciferasa	  (ver	  sección	  M6).	  	  
Las	   líneas	   celulares	   control	   tratadas	  
con	   el	   inhibidor	   de	   entrada	   hidroxicina	   (10	  
µM)	   (sección	   R1.5)	   o	   con	   el	   inhibidor	   de	  
replicación	   2mAde	   (10	   µM)	   muestran	   una	  
reducción	   de,	   al	   menos,	   50	   veces	   en	   los	  
niveles	  de	  actividad	  luciferasa	  con	  respecto	  al	  
control	   lo	   que	   indica	   que	   la	   acumulación	   de	  
luciferasa,	   tras	   la	   infección	   con	   HCVTCPs,	  
depende	   de	   los	   procesos	   de	   entrada	   y	  
replicación	  viral	  (Figura	  R11).	   	  
	   En	  el	  caso	  de	   las	  células	  LPIN1med,	   la	  
eficiencia	   de	   infección	   por	   HCVTCPs	   se	   reduce	  
hasta	   cerca	   del	   	   20%	   (21.27	   ±	   5.97%;	   n=36)	  
respecto	   de	   la	   línea	   celular	   control.	   Esta	  
disminución	   es	   más	   acusada	   en	   la	   línea	  
LPIN1low	   en	   la	   que	   se	   detecta	   una	  
acumulación	   intracelular	   de	   luciferasa	   de	  
menos	   del	   10%	   (9.64	   ±	   4.45%;	   n=36)	   (Figura	  
R11),	   en	   concordancia	   con	   los	   niveles	   de	  	  
Figura	  R11.	  Los	  niveles	  celulares	  de	  LPIN1	  son	  
limitantes	   para	   la	   infección	   por	   HCVTCPs.	   Se	  
inocularon	   células	   Huh-­‐7	   control	   y	   deficientes	  
en	  LPIN1	  con	  HCVTCPs	  (genotipo	  2a)	  y,	  a	  48	  hpi,	  
se	   determinaron	   los	   niveles	   de	   actividad	  
luciferasa	   (sección	   M6).	   Adicionalmente,	   se	  
incluyeron	   dos	   líneas	   de	   células	   control	  
tratadas	   con	   hidroxicina	   (10	   µM)	   y	   2mAde	  	  	  	  	  
(10	  µM)	  como	  controles	  positivos	  de	  inhibición.	  
Los	  datos	  se	  muestran	  como	  valor	  promedio	  y	  
desviación	   estándar	   de	   ocho	   experimentos	  
independientes	   (n=36).	   Todos	   los	   valores	   se	  
expresan	   como	   porcentaje	   del	   control	   (100%).	  
La	   significancia	   estadística	   de	   las	   diferencias	  
respecto	  del	  control	  se	  determinaron	  mediante	  
la	   prueba	   t	   de	   Student´s	   (*,	   P<	   0.05;	   **,	   P<	  
0.01;	  ***,	  P<	  0.005).	  Hdxc,	  hidroxicina.	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expresión	  de	   LPIN1	  existente	   en	   cada	  una	  de	  
ellas	  (Figura	  R9A	  y	  B).	  
Estos	   resultados	   sugieren	   que	   un	  
estadío	   temprano	   de	   la	   infección	   por	   el	   virus	  
de	   la	   hepatitis	   C	   (entrada	   del	   virión,	  
traducción	   o	   replicación	   del	   genoma	   viral)	  
podría	   estar	   afectado	   por	   los	   niveles	   de	  
expresión	   de	   LPIN1	   confirmando	   la	  
observación	   realizada	  durante	   los	   ensayos	  de	  
infección	  de	  ciclo	  único	  (Figura	  R10).	  
	  
	  
R2.5.-­‐	   El	   efecto	   del	   silenciamiento	   de	   LPIN1	  
en	   la	   infección	   por	   HCV	   no	   es	   genotipo-­‐
dependiente	  	  
	  
Con	   el	   fin	   de	   extender	   nuestras	  
observaciones	  a	  otros	  genotipos	  del	  virus	  de	  la	  
hepatitis	   C,	   el	   siguiente	   objetivo	   de	   nuestro	  
trabajo	   fue	   evaluar	   el	   impacto	   del	  
silenciamiento	  de	  LPIN1	  en	  la	   infección	  con	  la	  
cepa	   TNcc	   del	   genotipo	   1a.	   Dada	   la	   baja	  
eficiencia	   de	   este	   virus	   para	   propagarse	   en	  
células	   Huh-­‐7,	   los	   ensayos	   de	   infección	  
realizados	  con	  la	  cepa	  TNcc	  se	  llevaron	  a	  cabo	  
en	  la	  línea	  celular	  Huh-­‐7.5	  (sección	  M1)	  por	  su	  
mayor	   permisividad	   para	   la	   replicación	   de	  
HCV.	  
	   En	   primer	   lugar,	   caracterizamos	   el	  
impacto	   del	   silenciamiento	   de	   LPIN1	   en	   la	  
línea	   celular	   Huh-­‐7.5.	   Para	   ello,	   analizamos	   a	  
distintos	   tiempos	   post-­‐transducción	   los	  
niveles	  de	  expresión	  de	  LPIN1	  en	  células	  Huh-­‐
7.5	   LPIN1med,	   LPIN1low	   y	   control.	  
Comprobamos	   que,	   de	   manera	   similar	   a	   lo	  
observado	   en	   las	   Figuras	   R9A-­‐B,	   el	  
silenciamiento	   óptimo	   de	   LPIN1	   se	   alcanza	   a	  
día	   6-­‐7	   post-­‐transducción	   con	   niveles	   de	  
acumulación	   de	   esta	   proteína	   del	   64%	   en	  
células	   LPIN1med	   y	   de	   menos	   del	   25%	   en	  
células	   LPIN1low	   (Figura	   R12A).	   La	   capacidad	  
de	   proliferación,	   viabilidad	   y	   niveles	   de	  
secreción	  de	  apoB	  en	  estas	  líneas	  celulares	  es	  
comparable	   (resultados	   no	   mostrados)	   a	   lo	  
observado	  en	  células	  Huh-­‐7	  (Figuras	  R9B-­‐D).	  
Para	   verificar	   que	   las	   células	   Huh-­‐7.5	  
deficientes	  en	  LPIN1	  se	  comportan,	  a	  nivel	  de	  
infección,	   de	   manera	   similar	   a	   las	   Huh-­‐7	  
(Figura	   R11),	   analizamos	   la	   eficiencia	   de	  
infección	   de	   HCVTCPs	   en	   este	   contexto.	   El	  
silenciamiento	   de	   LPIN1	   reduce	   la	   eficiencia	  
de	   infección	   de	   las	   HCVTCPs	   hasta	   valores	  
cercanos	   al	   30%	   (34.15	   ±	   9.81%;	   n=	   18)	   en	  
células	  LPIN1med	  y	  hasta	  el	  4%	  (	  4.20	  ±	  1.20%;	  
n=	  18)	  en	  células	  LPIN1low	  respecto	  de	  la	  línea	  
celular	   control	   (Figura	   R12B),	   reproduciendo	  
los	   resultados	   obtenidos	   en	   células	   Huh-­‐7	  
(Figura	   R11).	   Se	   emplearon	   los	   mismos	  
controles	   de	   inhibición	   que	   anteriormente	  
(Figura	   R11)	   (n>6	   para	  Hidroxicina	   y	   2mAde).	  
En	   conjunto,	   estos	   resultados	   indican	   que	   la	  
eficiencia	  de	  infección	  de	  HCVTCPs	  se	  encuentra	  
limitada	   por	   los	   niveles	   celulares	   de	   LPIN1	  
también	   en	   células	   Huh-­‐7.5	   (Figura	   R12B)	  
siendo	   la	   reducción	  en	  eficiencia	  de	   infección	  
tanto	   mayor	   cuanto	   mayor	   es	   el	   grado	   de	  
silenciamiento	   de	   LPIN1	   (LPIN1med	   vs	  
LPIN1low).	  
En	  este	   contexto,	  analizamos	  el	  papel	  
de	  LPIN1	  durante	   la	   infección	  con	  el	  genotipo	  
1a	   del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   (cepa	   TNcc).	   Se	  
inocularon	   células	   Huh-­‐7.5	   control	   y	   células	  
Huh-­‐7.5	  deficientes	  en	  LPIN1	  con	  la	  cepa	  TNcc	  
a	   baja	   multiplicidad	   (MDI	   entre	   0.01	   y	   0.05)	  
(sección	  M2.3.2.1)	  y,	  a	  día	  3	  post-­‐infección,	  se	  
recogieron	   extractos	   de	   células	   infectadas	  
para	  extracción	  de	  RNA	  total	  (sección	  M9.1)	  y	  
su	   análisis	   mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa	  
(sección	  M9.2).	  Se	  incluyó	  una	  línea	  de	  células	  
Huh-­‐7.5	   control	   tratada	   con	   2mAde	   (10	   µM)	  
para	   determinar	   los	   niveles	   de	   RNA	   viral	  
residual	  no	  replicativo	  (0.98	  ±	  0.48%;	  n=9)	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(Figura	   R12C).	   En	   las	   líneas	   celulares	  
LPIN1med	   y	   LPIN1low,	   los	   niveles	   de	   RNA	  
viral	  replicativo	  disminuyen	  más	  de	  3	  veces	  
con	   respecto	   a	   la	   línea	   celular	   control	  
siendo	   esta	   reducción	   estadísticamente	  
significativa	   y	   comparable	   entre	   ambas	  
líneas	   celulares	   (Figura	   R12C).	   El	  
Figura	   R12.	   El	   efecto	   del	   silenciamiento	   de	  
LPIN1	   en	   la	   infección	   por	   HCV	   no	   es	  
genotipo-­‐dependiente.	   Se	   transdujeron	  
células	   Huh-­‐7.5	   con	   las	   construcciones	  
lentivirales	   que	   expresan	   los	   shRNAs	  
específicos	  del	  mRNA	  de	  LPIN1	  (shRNA-­‐248	  o	  
shRNA-­‐1073)	  o	  un	   shRNA	  control	   (Tabla	  M4)	  
y,	   a	  día	   6-­‐7	   post-­‐transducción,	   se	   recogieron	  
extractos	  de	  las	  distintas	  líneas	  celulares	  para	  
determinar	   el	   nivel	   de	   silenciamiento	   de	  
LPIN1	  (A)	  mediante	  Western	  Blot.	  Se	  empleó	  
β-­‐actina	  como	  control	  de	  carga.	  Los	  datos	  son	  
representativos	  de	  un	  único	  experimento.	  (B)	  
Infección	   con	   HCVTCPs	   (genotipo	   2a).	   Se	  
inocularon	   células	   Huh-­‐7.5	   control	   y	  
deficientes	   en	   LPIN1	   con	   HCVTCPs	   (genotipo	  
2a)	   y,	   a	   48	   hpi,	   se	   determinaron	   los	   niveles	  
intracelulares	   de	   luciferasa.	   Hidroxicina	   (10	  
µM)	   y	   2mAde	   (10	   µM)	   se	   incluyeron	   como	  
controles	  positivos	  de	  inhibición.	  Se	  muestran	  
datos	  de	   cinco	  experimentos	   independientes	  
(n=18).	   (C)	   Infección	   con	   la	   cepa	   TNcc	   del	  
genotipo	   1a	   del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C.	   Se	  
inocularon	   células	   Huh-­‐7.5	   control	   y	  
deficientes	   en	   LPIN1	   con	   el	   virus	   TNcc	   (MDI	  
de	   0.01-­‐0.05)	   y,	   a	   día	   3	   post-­‐infección,	   se	  
recogieron	   extractos	   de	   células	   infectadas	  
para	   determinar	   los	   niveles	   intracelulares	   de	  
RNA	   viral	   mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa.	   Se	  
empleó	   2mAde	   (10	   µM)	   como	   control	  
positivo	   de	   inhibición.	   Se	  muestran	  datos	   de	  
tres	  experimentos	   independientes	   realizados	  
en	  triplicado	  (n=9).	  (D)	  Inmunomicroscopía	  de	  
fluorescencia	   en	   células	   infectadas	   con	   el	  
virus	   TNcc.	   Imágenes	   representativas	   de	   dos	  
experimentos	   independientes	   (n=2).	   En	   los	  
paneles	  (B)	  y	  (C),	  los	  datos	  se	  muestran	  como	  
valor	  promedio	  y	  desviación	  estándar	  de	   la	  n	  
correspondiente.	   Todos	   los	   valores	   se	  
expresan	   como	   porcentaje	   del	   control	  
(100%).	   La	   significancia	   estadística	   de	   las	  
diferencias	   respecto	   del	   control	   se	  
determinaron	   mediante	   la	   prueba	   t	   de	  
Student´s	   (*,	  P<	   0.05;	   **,	   	   	   P<	   0.01;	   ***,	  P<	  
0.005).	  Hdxc,	  hidroxicina;	  GT,	  Genotipo	  viral.	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silenciamiento	  de	  LPIN1	  también	  provoca	  una	  
reducción	  en	  el	  número	  de	  focos	  de	  infección	  
analizados	   mediante	   inmunomicroscopía	   de	  
fluorescencia	   (Figura	   R12D).	   En	   conjunto,	  
estos	   resultados	   sugieren	   que	   el	  
silenciamiento	   de	   LPIN1	   podría	   estar	  
afectando	   a	   algunos	   de	   los	   procesos	   que	  
conducen	   a	   la	   acumulación	   de	   RNA	   del	  
genotipo	   1a	   del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C.	   Así,	  
podemos	   concluir	   que	   el	   efecto	   del	  
silenciamiento	   de	   LPIN1	   en	   la	   infección	   por	  
HCV	   no	   es	   exclusivo	   de	   la	   cepa	   JFH-­‐1	  
(genotipo	  2a).	  
	  
	  
R2.6.-­‐	  LPIN1	  no	  es	  limitante	  para	  la	  infección	  
por	  el	  coronavirus	  humano	  229E-­‐GFP	  
	  
A	   la	   vista	   de	   estos	   resultados,	   el	  
siguiente	  objetivo	  de	  nuestro	  trabajo	  consistió	  
en	  evaluar	  la	  especificidad	  del	  papel	  funcional	  
de	  LPIN1	  en	  la	  infección	  por	  HCV.	  Para	  ello,	  se	  
llevaron	   a	   cabo	   ensayos	   de	   infección	   con	   el	  
CoV	   229E-­‐GFP.	   Al	   igual	   que	   el	   virus	   de	   la	  
hepatitis	   C,	   los	   coronavirus	   son	   virus	   RNA	   de	  
cadena	   sencilla	   y	   polaridad	   positiva	   que	  
forman	   vesículas	   de	   doble	   membrana	   en	   las	  
que	   se	   ensambla	   la	   replicasa	   viral	   (Romero-­‐
Brey	   y	   Bartenschlager	   2014).	   Asímismo,	  
presentan	   un	   ciclo	   replicativo	   que	   depende	  
también	   de	   diversos	   aspectos	   del	  
metabolismo	   lipídico	   de	   la	   célula	   (Nagy	   y	  
Pogany	  2012).	  	  
Para	   estudiar	   el	   impacto	   del	  
silenciamiento	  de	  LPIN1	  sobre	  la	  infección	  del	  
CoV	   229E-­‐GFP,	   se	   inocularon	   células	   Huh-­‐7	  
control,	  LPIN1med	  y	  LPIN1low,	  con	  diluciones	  
seriadas	  de	  un	  stock	  de	  este	  CoV	  siguiendo	  la	  
metodología	  descrita	  en	   la	   sección	  M2.4.2.	   y,	  
a	  48	  hpi,	  se	  determinó	  la	  eficiencia	  relativa	  de	  
infección	   mediante	   dilución	   límite,	  
microscopía	  de	   fluorescencia	  y	  determinación	  
del	   número	   de	   focos	   de	   infección	   (sección	  
M2.4.3.).	   La	   infectividad	  mostrada	  por	  el	  CoV	  
229E-­‐GFP	   fue	   comparable	   entre	   las	   distintas	  
líneas	   celulares	   con	   independencia	   del	   grado	  
de	   silenciamiento	   de	   LPIN1	   (Figura	   R13A).	   El	  
número	   de	   focos	   de	   infección	   detectados	   es	  
similar	   en	   las	   líneas	   celulares	   deficientes	   en	  
LPIN1	  y	  en	  las	  células	  control	  (Figura	  R13B)	  lo	  
que	  sugiere	  que	  LPIN1	  no	  estaría	  afectando	  a	  
la	  capacidad	  del	  CoV	  229E-­‐GFP	  para	  replicar.	  	  
En	   cultivos	   paralelos,	   las	   líneas	  
celulares	  anteriores	  se	   inocularon	  con	  HCVTCPs	  
y,	   a	   48	   hpi,	   se	   analizaron	   los	   niveles	  
intracelulares	   de	   luciferasa	   (sección	   M6).	   El	  
silenciamiento	   de	   LPIN1	   provoca	   una	  
disminución	  de	  más	  de	  3	  veces	  en	  la	  eficiencia	  
de	  infección	  de	  HCVTCPs	  en	  células	  LPIN1med	  y	  
de	   más	   de	   5	   veces	   en	   células	   LPIN1low	   con	  
respecto	   al	   control	   (Figura	   R13C)	   lo	   que	  
confirma	   que	   LPIN1	   es	   limitante	   para	   la	  
infección	  por	  HCV	  (Figuras	  R10A,	  R11	  y	  R13C)	  
pero	  no	  para	  la	  infección	  por	  el	  CoV	  229E-­‐GFP	  
(Figura	  R13A).	  	   	   	   	  
	   Para	   descartar	   que	   LPIN1	   estuviera	  
regulando	   eventos	   tardíos	   del	   ciclo	   infectivo	  
del	   CoV	   229E-­‐GFP	   como	   el	   ensamblaje	   o	   la	  
formación	   de	   progenie	   infecciosa,	   se	  
inocularon	  células	  Huh-­‐7	  control	  y	  deficientes	  
en	   LPIN1	   a	   baja	   multiplicidad	   (MDI	   de	   0.01)	  
con	   el	   mismo	   stock	   de	   CoV	   empleado	   en	   el	  
ensayo	   anterior	   (ver	   sección	   M2.4.2)	   y,	   a	   48	  
hpi,	   se	   recogieron	   los	   sobrenadantes	   para	   su	  
titulación	   según	   se	   describe	   en	   la	   sección	  
M2.4.3.	  Los	  títulos	  de	  infectividad	  extracelular	  
mostraron	   una	   reducción	   marginal	   pero	  
estadísticamente	   significativa	   en	   la	   línea	  
celular	   LPIN1med	   con	   respecto	   a	   la	   línea	  
celular	  control	  mientras	  que	   la	  producción	  de	  	  	  	  	  	  
progenie	   infecciosa	   fue	   comparable	   entre	   la	  
línea	  control	  y	  las	  células	  LPIN1low	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(Figura	   R13D).	   En	   conjunto,	   estos	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
resultados	   sugieren	   que	   los	   niveles	   celulares	  
de	   LPIN1	   no	   son	   limitantes	   para	   la	   infección	  
por	  el	  CoV	  229E-­‐GFP.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  R13.	   Los	  niveles	   celulares	  de	   LPIN1	   no	  
son	   limitantes	   para	   la	   infección	   por	   el	   CoV	  
humano	   229E-­‐GFP.	  A	  día	  7	  post-­‐transducción,	  
se	   inocularon	   células	   Huh-­‐7	   control	   y	  
deficientes	  en	  LPIN1	  con	  el	  CoV	  humano	  229E-­‐
GFP	  para	  determinar	   la	  eficiencia	  de	   infección	  
de	   este	   virus	   (A)	   y	   la	   producción	   de	   progenie	  
infecciosa	   (D).	   (A)	   Infección	   con	   el	   CoV	   229E-­‐
GFP.	   Las	   células	   se	   inocularon	   con	   diluciones	  
seriadas	  (1:3)	  del	  CoV	  229E-­‐GFP	  y,	  a	  48	  hpi,	  se	  
determinaron	   los	   títulos	   de	   infectividad	  
extracelular	   (ffu/ml)	  mediante	  microscopía	   de	  
fluorescencia	  (sección	  M2.2.4).	  (B)	  Microscopía	  
de	   fluorescencia	   en	   células	   infectadas	   con	   el	  
CoV	  229E-­‐GFP.	  La	  señal	  de	  GFP,	  determinada	  a	  
48	   hpi,	   es	   indicativa	   de	   la	   formación	   de	   focos	  
de	   infección	   por	   el	   CoV	   229E-­‐GFP	   (n=1).	   (C)	  
Infección	  con	  HCVTCPs	  (genotipo	  2a	  del	  HCV).	  Se	  
inocularon	   células	  Huh-­‐7	   control	   y	   deficientes	  
en	  LPIN1	  con	  HCVTCPs	  en	  paralelo	  a	  los	  ensayos	  
mostrados	  en	  (A)	  y,	  a	  48	  hpi,	  se	  determinaron	  
los	   niveles	   de	   actividad	   luciferasa	   (n=6).	   (D)	  
Producción	   de	   progenie	   infecciosa	   por	   el	   CoV	  
229-­‐GFP.	   Las	   células	   se	   inocularon	   con	   el	   CoV	  
229-­‐GFP	   a	   una	   MDI	   de	   0.01	   y,	   a	   48	   hpi,	   se	  
determinaron	   los	   títulos	   de	   infectividad	  
extracelular	   (ffu/ml)	   mediante	  
inmunomicroscopía	   de	   fluorescencia	   y	  
recuento	   de	   focos	   de	   infección	   (sección	  
M2.2.4).	   Los	  datos	  mostrados	  en	  (A)	   y	   (D)	  son	  
representativos	   de	   dos	   experimentos	  
independientes	   (n=12).	   Todos	   los	   datos	   se	  
muestran	   como	   valor	   promedio	   y	   desviación	  
estándar	  de	  la	  n	  correspondiente	  y	  se	  expresan	  
como	   porcentaje	   del	   control	   (100%).	   La	  
significancia	   estadística	   de	   las	   diferencias	  
respecto	  del	  control	  se	  determinaron	  mediante	  
la	   prueba	   t	   de	   Student´s	   (*,	   P<	   0.05;	   **,	   P<	  
0.01;	  ***,	  P<	  0.005).	  Hdxc,	  hidroxicina.	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R2.7.-­‐	   Los	   niveles	   celulares	   de	   LPIN1	   no	   son	  
limitantes	  para	  la	  infección	  persistente	  por	  el	  
virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
	  
El	   siguiente	   objetivo	   de	   nuestro	  
trabajo	   consistió	   en	   analizar	   si	   LPIN1	   juega	  
algún	  papel	  en	  estadíos	  tardíos	  de	  la	  infección	  
por	   el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   empleando	   un	  
modelo	   de	   infección	   persistente.	   Se	  
inocularon	   células	   Huh-­‐7	   a	   baja	  multiplicidad	  
(MDI	  de	  0.01)	   con	   la	   cepa	   JFH1,	   genotipo	  2a,	  
del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  según	  se	  describe	  en	  
la	   sección	   M2.3.3.	   Una	   vez	   establecida	   la	  
infección,	   las	   células	   se	   transdujeron	   con	   las	  
construcciones	   lentivirales	   que	   expresan	   los	  
shRNAs	   específicos	   frente	   al	   mRNA	   de	   LPIN1	  
(shRNA-­‐248	   y	   shRNA-­‐1073;	   LPIN1med	   y	  
LPIN1low),	   el	   shRNA-­‐Ctrol	   descrito	  
anteriormente	  (sección	  R2.2)	  o	  un	  shRNA	  que	  
reconoce	   la	   posición	   nucleotídica	   359	   del	  
elemento	   IRES	   del	   genoma	   viral	   (shRNA-­‐359;	  
Anti-­‐HCV)	  como	  control	  positivo	  de	   inhibición	  
(Tabla	  M4).	  
A	   día	   7	   post-­‐transducción,	   se	   verificó	  
el	   silenciamiento	  de	  LPIN1	  mediante	  Western	  
Blot	   observando	   niveles	   de	   acumulación	   de	  
esta	  proteína	  cercanos	  al	  40%	  (44,39	  ±	  3.46%;	  
n=3)	  en	  células	  LPIN1med	  y	  menores	  del	  10%	  
(7.05	   ±	   1.15%;	   n=3)	   en	   células	   LPIN1low	  
respecto	   del	   control	   (Figuras	   R14A-­‐B).	   Sin	  
embargo,	   se	   detecta	   un	   incremento	  
inesperado	   en	   los	   niveles	   de	   acumulación	   de	  
LPIN1	   en	   las	   células	   que	   expresan	   el	   shRNA-­‐
359.	   Con	   independencia	   de	   estos	   resultados,	  
la	   acumulación	   de	   la	   proteína	   viral	   NS3	   fue	  
comparable	  entre	  la	  línea	  celular	  control	  y	  las	  
células	   deficientes	   en	   LPIN1	   (Figuras	   R14A	   y	  
R14C)	   lo	   que	   sugiere	   que	   los	   niveles	  
intracelulares	  de	  LPIN1	  no	  son	  limitantes	  para	  
la	   replicación	   viral	   en	   el	   contexto	   de	   una	  
infección	  persistente.	  Como	  cabría	  esperar,	  en	  
la	   línea	   celular	   Anti-­‐HCV	   los	   niveles	   de	  
expresión	  de	  NS3	  disminuyen	  en	   casi	   3	   veces	  
respecto	  del	  control	  (Figura	  R14C).	  	  
Para	   verificar	   que	   la	   replicación	   del	  
virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  no	  se	  encuentra	  limitada	  
por	   el	   silenciamiento	  de	   LPIN1,	   analizamos	   la	  
acumulación	   intracelular	   de	   RNA	   viral	   a	  
distintos	   tiempos	   post-­‐transducción	   (ver	  
sección	  M2.3.3)	  mediante	  RT-­‐PCR	  cuantitativa	  
(sección	  M9.2).	  Las	  líneas	  celulares	  deficientes	  
en	   LPIN1	   muestran	   niveles	   intracelulares	   de	  
RNA	  viral	  comparables	  a	  los	  de	  la	  línea	  celular	  
control,	   a	   pesar	   del	   incremento	   marginal	   y	  
significativo	   observado	   en	   células	   LPIN1low	  
(Figura	  R14D).	   La	   acumulación	   intracelular	  de	  
RNA	  viral	  disminuye	  de	  manera	  significativa	  en	  
la	   línea	   celular	   Anti-­‐HCV,	   de	   manera	  
comparable	   a	   lo	   observado	   en	   los	   niveles	   de	  
expresión	  de	   la	   proteína	  NS3	   (Figuras	  R14A	  y	  
C),	   que	   forma	   parte	   de	   la	   replicasa	   del	   virus.	  
Estos	  datos	   sugieren	  que	   los	  niveles	  celulares	  
de	  LPIN1	  no	  son	  limitantes	  para	  la	  replicación	  
del	   RNA	   viral	   una	   vez	   que	   la	   infección	   por	   el	  
virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   se	   ha	   establecido.	  
Aunque	   el	   tratamiento	   farmacológico	   con	  
2mAde	   reduce	   la	   acumulación	   intracelular	   de	  
RNA	   viral	   en	  más	   de	   2	   unidades	   logarítmicas	  
con	  respecto	  al	  control	  a	  48	  hpi	  (ver	  Figura	  R4)	  
decidimos	   emplear,	   para	   la	   realización	   de	  
estos	   experimentos,	   una	   línea	   celular	  
transducida	   con	   el	   shRNA-­‐359	   (línea	   celular	  
Anti-­‐HCV)	  como	  control	  positivo	  de	   inhibición	  
por	   adecuarse	   más	   al	   contexto	   en	   que	   se	  
efectúan	   los	   mismos.	   En	   este	   caso,	   la	  
disminución	  observada	  en	   los	  niveles	  de	  RNA	  
viral	   intracelular,	   aunque	   significativa,	   es	  
moderada	  (Figura	  R14D).	  	  
Para	   determinar	   si	   el	   silenciamiento	  
interfiere	   en	   la	   producción	   de	   progenie	  
infecciosa,	   titulamos	   los	   sobrenadantes	  
recogidos	  a	  distintos	  tiempos	  	  post-­‐	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Figura	   R14.	   El	   silenciamiento	   de	   LPIN1	   no	  
interfiere	   con	   la	   infección	  persistente	  por	  el	  
virus	   de	   la	   hepatitis	   C.	   Se	   transdujeron	  
células	   Huh-­‐7	   persistentemente	   infectadas	  
con	   las	   construcciones	   lentivirales	   que	  
expresan	  los	  shRNAs	  específicos	  del	  mRNA	  de	  
LPIN1	   (shRNA-­‐248	   y	   shRNA-­‐1073),	   un	   shRNA	  
control	   o	   un	   shRNA	   anti-­‐HCV	   (shRNA-­‐359)	  
(Tabla	   M4).	   A	   día	   6-­‐7	   post-­‐transducción,	   se	  
recogieron	   sobrenadantes	   y	   extractos	   de	  
células	  infectadas.	  (A)	  Western	  Blot	  frente	  a	  la	  
proteína	  celular	  LPIN1,	  la	  proteína	  viral	  NS3	  y	  
el	  control	  de	  carga	  β-­‐actina	  representativo	  de	  
un	  experimento.	  (B)	  y	  (C)	  Cuantificación	  de	  los	  
niveles	   de	   expresión	   de	   LPIN1	   y	   NS3,	  
respectivamente,	  normalizados	  por	  el	  control	  
de	   carga.	   Los	   datos	   se	  muestran	   como	   valor	  
promedio	   y	   error	   promedio	   de	   2	   y	   3	  
experimentos	   independientes,	  
respectivamente.	   (D)	   Los	   niveles	  
normalizados	   de	   RNA	   viral	   intracelular	   se	  
determinaron	   mediante	   RT-­‐PCR	   cuantitativa	  
(sección	  M9.2)	  a	  partir	  de	  extractos	  de	  células	  
infectadas.	   (E)	   La	   producción	   de	   progenie	  
infecciosa	   (ffu/ml)	   se	   determinó	   a	   partir	   de	  
los	  sobrenadantes	  recolectados	  y	  su	  titulación	  
mediante	   inmunomicroscopía	   de	  
fluorescencia	  (sección	  M2.2.4).	  En	  los	  paneles	  
(D)	   y	   (E),	   los	   datos	   se	   muestran	   como	   valor	  
promedio	   y	   desviación	   estándar	   de	   tres	  
experimentos	   independientes	   realizados	   en	  
triplicado	  (n=9).	  Todos	  los	  valores	  se	  expresan	  
como	   porcentaje	   del	   control	   (100%).	   	   La	  
significancia	   estadística	   de	   las	   diferencias	  
respecto	   del	   control	   se	   determinaron	  
mediante	  la	  prueba	  t	  de	  Student´s	  (*,	  P<	  0,05;	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transducción	   siguiendo	   la	   metodología	  
descrita	  en	   la	  sección	  M2.2.4.	  A	  diferencia	  de	  
lo	   que	   ocurre	   en	   células	   Huh-­‐7	   sin	   infectar,	  
observamos	   pequeñas	   diferencias	   en	   el	  
crecimiento	   de	   las	   distintas	   líneas	   celulares	  
como	  consecuencia	  de	  la	  infección	  persistente	  
por	   el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   y	   el	  
silenciamiento	   de	   LPIN1.	   Para	   no	   infravalorar	  
los	  títulos	  de	  infectividad	  extracelular,	  éstos	  se	  
normalizaron	   por	   la	   cantidad	   de	   β-­‐actina	  
determinada	   para	   cada	   línea	   celular.	   Los	  
factores	   de	   corrección	   en	   ningún	   caso	  
excedieron	   un	   factor	   de	   2-­‐3	   veces.	   Una	   vez	  
corregidos	   los	   valores	   de	   infectividad,	  
observamos	   que	   las	   líneas	   celulares	  
deficientes	   en	   LPIN1	   muestran	   títulos	   de	  
infectividad	  extracelular	  comparables	  a	   los	  de	  
la	   línea	   celular	   control	   (Figura	   R14E).	   Como	  
cabría	  esperar	  atendiendo	  a	   los	  resultados	  de	  
la	   Figura	   R14D,	   la	   línea	   celular	   Anti-­‐HCV	  
muestra	   un	   descenso	   significativo	   en	   los	  
títulos	  de	  infectividad	  extracelular	  con	  valores	  
inferiores	   al	   50%	   (45.83	   ±	   25.90%;	   n=9)	  
respecto	   de	   la	   línea	   celular	   control	   (Figura	  
R14E).	  Estos	  resultados	  sugieren	  que	  LPIN1	  no	  
es	   limitante	   para	   la	   producción	   de	   progenie	  
infecciosa.	  	  
En	  conjunto,	  estos	  resultados	  sugieren	  
que	   LPIN1	   no	   es	   limitante	   en	   el	   contexto	   de	  
una	   infección	   persistente	   por	   el	   virus	   de	   la	  
hepatitis	  C.	  
	  
	  
	  
	  
	  
R.2.8.	  Estudio	  del	  papel	  de	  LPIN1	  en	  aspectos	  
tempranos	  de	  la	  infección	  por	  HCV	  
	  
Comprobada	  la	  dependencia	  de	  LPIN1	  
durante	   la	   infección	   aguda	   por	   el	   virus	   de	   la	  
hepatitis	   C	   quisimos	   determinar	   qué	   paso	   o	  
qué	   pasos	   de	   su	   ciclo	   replicativo	   se	  
encontraban	   limitados	   por	   los	   niveles	  
celulares	   de	   esta	   proteína.	   Para	   ello,	  
empleamos	   una	   serie	   de	   abordajes	  
experimentales	   sustitutivos	   que	   nos	  
permitieron	  diseccionar	  los	  diferentes	  eventos	  
que	   se	   suceden	   durante	   los	   estadíos	   más	  
tempranos	  de	  dicho	  ciclo.	  	  
	  
	  
R.2.8.1.-­‐	  Los	  niveles	  celulares	  de	  LPIN1	  no	  son	  
limitantes	  para	  la	  entrada	  viral	  	  
	  
	  	   Para	   estudiar	   el	   papel	   de	   LPIN1	   en	   la	  
entrada	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  en	  la	  célula	  
hospedadora	   empleamos	   el	   sistema	   de	  
infección	   con	   partículas	   retrovirales	  
pseudotipadas	   (o	   pseudopartículas)	   que	  
expresan	   las	  glicoproteínas	  de	   la	  envuelta	  del	  
virus	  de	  la	  hepatitis	  C,	  genotipo	  2a,	  cepa	  JFH-­‐1	  
(HCVPP)	   o	   la	   proteína	   G	   del	   virus	   de	   la	  
estomatitis	  vesicular	  (VSVPP),	  empleadas	  como	  
control,	  que	  se	  describe	  en	  la	  sección	  M5.1.	  A	  
continuación,	   inoculamos	   células	   Huh-­‐7	  
control	  y	  deficientes	  en	  LPIN1	  con	  ambos	  tipos	  
de	   pseudopartículas	   y,	   a	   72	   hpi,	   medimos	   la	  
acumulación	  intracelular	  de	  luciferasa	  (sección	  
M6).	  Para	  revelar	  el	  efecto	  específico	  sobre	  la	  
entrada	  de	  HCV	  incluímos	  una	  línea	  de	  células	  
control	   tratada	   con	   hidroxicina	   (10	   µM)	  
(sección	   R1.5).	   Estos	   datos	   de	   inhibición	  
farmacológica	   (Figura	   R15)	   demuestran	  
ausencia	   de	   saturación	   en	   la	   señal	   de	  
luciferasa	  detectada.	  La	  eficiencia	  de	  infección	  
	  
	  **,	   P<	   0.01;	   ***,	   P<	   0.005).	   Anti-­‐HCV,	   línea	  
celular	   transducida	   con	   el	   shRNA-­‐359;	   C+,	  
control	  positivo	  de	  inhibición.	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de	  HCVPP	   y	  VSVPP	   es	   comparable	   en	   todas	   las	  
líneas	   celulares	   (Figura	   R15A	   y	   B)	   con	  
independencia	  de	   los	  niveles	  de	  expresión	  de	  
LPIN1	   indicando	   que	   LPIN1	   no	   es	   limitante	  
para	  la	  entrada	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  en	  la	  
célula	   hospedadora.	   Ello	   sugiere	   que	   algún	  
paso	   posterior,	   como	   la	   traducción	   de	  
genomas	   entrantes	   (traducción	  primaria)	   o	   la	  
iniciación	   de	   la	   replicación,	   está	   afectada	   por	  
el	  silenciamiento	  de	  LPIN1.	  	  
	  
	  
R.2.8.2.-­‐	   El	   silenciamiento	   de	   LPIN1	   afecta	   a	  
la	   replicación	   del	   genoma	   viral	   sin	   alterar	   la	  
traducción	  primaria	  
	  
Para	   analizar	   el	   impacto	   del	  
silenciamiento	  de	  LPIN1	  sobre	  los	  procesos	  de	  
traducción	   primaria	   y	   replicación	   del	   genoma	  
viral,	   se	   transfectaron	  células	  Huh-­‐7	  control	  y	  
deficientes	   en	   LPIN1	   con	   el	   replicón	  
subgenómico	   SGR-­‐JFH1-­‐luc	   (sección	  M3)	   y	   se	  
determinaron,	   a	   distintos	   tiempos	   post-­‐
transfección,	  los	  niveles	  de	  actividad	  luciferasa	  
(sección	  M6).	  
Los	  niveles	  de	  expresión	  de	   luciferasa	  
a	   5	   hpt	   son	   comparables	   entre	   las	   distintas	  
líneas	  celulares	  (Figura	  R16A)	  indicando	  que	  la	  
traducción	   primaria	   no	   está	   afectada	   por	   el	  
silenciamiento	   de	   LPIN1.	   Estos	   resultados	   se	  
confirmaron	   mediante	   transfección	   del	  
replicón	  subgenómico	  SGR-­‐JFH1-­‐ΔGND	  que	  es	  
defectivo	   en	   replicación	   (sección	   M3)	   en	  
células	  LPIN1med,	  LPIN1low	  y	  células	  control	  y	  
analizando	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	  
luciferasa	  a	  5	  hpt	  (Figura	  R16B).	  	  
La	   acumulación	   intracelular	   de	  
luciferasa	   en	   células	   LPIN1med	   aumenta	  
marginalmente,	   aunque	   de	   manera	  	  
significativa,	   con	   respecto	   a	   la	   línea	   celular	  
control	   (Figura	   R16B),
	  
Figura	  R15.	   Los	  niveles	   celulares	  de	  LPIN1	  no	  
son	   limitantes	   para	   la	   entrada	   viral.	   Se	  
inocularon	  células	  Huh-­‐7	   control	   y	   deficientes	  
en	   LPIN1	   con	   partículas	   pseudotipadas	   que	  
expresan	   las	   glicoproteínas	   de	   la	   envuelta	   de	  
HCV	   (cepa	   JFH-­‐1,	   genotipo	   2a)	   o	   de	   VSV,	  
empleadas	   como	   control	   y,	   a	   72	   hpi,	   se	  
determinaron	   los	   niveles	   de	   actividad	  
luciferasa	  (sección	  M6).	  Se	  empleó	  hidroxicina	  
(10	   µM)	   como	   control	   positivo	   de	   inhibición.	  
Los	  datos	  se	  muestran	  como	  valor	  promedio	  y	  
desviación	   estándar	   de	   cuatro	   experimentos	  
independientes	  realizados	  en	  triplicado	  (n=12).	  
Todos	  los	  valores	  se	  expresan	  como	  porcentaje	  
del	   control	   (100%).	   La	   significancia	  estadística	  
de	   las	   diferencias	   respecto	   del	   control	   se	  
determinaron	   mediante	   la	   prueba	   t	   de	  
Student´s	   (*,	   P<	   0.05;	   **,	   P<	   0.01;	   ***,	   P<	  
0.005).	   Hdxc,	   hidroxicina;	   HCVPP,	   partículas	  
pseudotipadas	  que	  expresan	  las	  glicoproteínas	  
de	   la	  envuelta	  de	   la	   cepa	   JFH-­‐1	   (genotipo	  2a)	  
de	   HCV;	   VSVPP,	   partículas	   pseudotipadas	   que	  
expresan	  la	  proteína	  G	  de	  la	  envuelta	  de	  VSV.	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incremento	   no	   observado	   en	   el	   ensayo	  
anterior	   (Figura	   R16A).	   La	   acumulación	  
intracelular	   de	   luciferasa	   determinada	   a	   48	  
hpt	   depende	   de	   los	   procesos	   de	   traducción	  
primaria	   y	   replicación	   del	   genoma	   viral,	   tal	   y	  
como	   queda	   demostrado	   por	   el	   tratamiento	  
farmacológico	  con	  2mAde	  (10	  µM)	  que	  inhibe	  
la	   replicación	   viral	   y,	   por	   consiguiente,	   la	  
acumulación	  intracelular	  de	  luciferasa	  a	  48	  hpt	  
(Figura	  R3C).	  En	  las	  líneas	  celulares	  LPIN1med	  
y	   LPIN1low	   se	   detecta	   una	   reducción	  
significativa	   de	   1	   y	   más	   de	   2	   unidades	  
logarítmicas	   con	   respecto	   al	   control	   en	   los	  
niveles	  de	  actividad	  luciferasa	  a	  48	  hpt	  (Figura	  
R16A),	  lo	  que	  sugiere	  que	  el	  silenciamiento	  de	  
LPIN1	  afecta	  a	  la	  replicación	  del	  genoma	  viral.	  
Aunque	   los	   datos	   de	   traducción	  	  
primaria	   sugieren	   que	   no	   existen	   diferencias	  
en	   la	   eficiencia	   de	   transfección	   entre	   las	  
distintas	   líneas	   analizadas,	   realizamos	  
experimentos	   de	   control	   en	   los	   que	   se	  
cotransfectaron	  el	  replicón	  subgenómico	  y	  un	  
plásmido	   que	   permite	   la	   expresión	   de	   la	  
luciferasa	   de	   Renilla	   bajo	   un	   promotor	  
dependiente	   de	   la	   polimerasa	   II	   celular.	   En	  
estos	  experimentos,	  se	  observó	  una	  reducción	  
significativa	  de	   la	  señal	  de	   luciferasa	  derivada	  
del	   replicón	   y	   niveles	   comparables	   de	  
luciferasa	   de	   Renilla	   derivada	   del	   plásmido	  
(datos	  no	  mostrados),	  descartando	  diferencias	  
en	   los	   niveles	   de	   transfección	   y	   verificando	  
que	  LPIN1	  es	  limitante	  para	  el	  establecimiento	  
de	  complejos	  de	  replicación	  funcionales.	  	  
En	  conjunto,	  estos	  resultados	  sugieren	  
que	   LPIN1	   no	   es	   limitante	   para	   la	   traducción	  
primaria	  del	  genoma	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  
pero	  sí	  para	  su	  replicación	  confirmando	  que	  la	  
menor	   acumulación	   de	   RNA	   viral	   observada	  
en	   las	   líneas	   celulares	   deficientes	   en	   LPIN1	  
tanto	   en	   los	   ensayos	   de	   infección	   de	   ciclo	  
único	   (Figura	  R10B)	   como	  en	   los	  ensayos	   con	  
Figura	  R16.	  El	  silenciamiento	  de	  LPIN1	  afecta	  a	   la	  
replicación	  del	  genoma	  viral	  pero	  no	  tiene	  efecto	  
sobre	   su	   traducción	   primaria.	   Se	   transfectaron	  
células	  Huh-­‐7	  control	  y	  deficientes	  en	  LPIN1	  con	  los	  
replicones	  SGR-­‐JFH1	  (A)	  o	  SGR-­‐JFH1-­‐ΔGND	  (B)	  y,	  a	  
los	   tiempos	   post-­‐transfección	   indicados,	   se	  
determinaron	   los	   niveles	   intracelulares	   de	  
luciferasa	   (sección	   M6).	   (A)	   Replicación	   estimada	  
mediante	   transfección	   de	   un	   minigenoma	  
competente	  en	   replicación.	   Se	  empleó	  2mAde	   (10	  
µM)	  como	  control	  positivo	  de	   inhibición	  (datos	  no	  
mostrados).	   (B)	   Traducción	   primaria	   estimada	  
mediante	   transfección	   de	   un	   minigenoma	   no-­‐
replicativo.	  En	  (A)	  y	  (B)	  los	  datos	  se	  muestran	  como	  
valor	   promedio	   y	   desviación	   estándar	   de	   tres	  
experimentos	  independientes	  en	  triplicado	  (n=9)	  y	  
se	   expresan	   como	   porcentaje	   del	   control	   (100%).	  
La	   significancia	   estadística	   de	   las	   diferencias	  
respecto	  del	   control	   se	  determinaron	  mediante	   la	  
prueba	  t	  de	  Student´s	  (*,	  P<	  0.05;	  **,	  	  P<	  0.01;	  ***,	  
P<	  0.005).	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partículas	   transcomplementadas	   de	   hepatitis	  
C	   (Figuras	   R11	   y	   R13B)	   se	   debe	   a	   un	   defecto	  
en	  el	  establecimiento	  y/o	   funcionamiento	  del	  
complejo	   de	   replicación	   del	   virus	   de	   la	  
hepatitis	  C.	  
	  
En	  conclusión,	  LPIN1	  es	  necesaria	  para	  
la	   replicación	   del	   RNA	   viral	   durante	   una	  
infección	  aguda	  con	  el	  virus	  de	   la	  hepatitis	  C,	  
función	  que	  parece	  dispensable	  en	  el	  contexto	  
de	  una	  infección	  persistente.	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D1.-­‐	   Rastreo	   de	   compuestos	   químicos	   con	  
actividad	   antiviral	   frente	   al	   virus	   de	   la	  
hepatitis	  C	  	  
	  
El	   sistema	   de	   rastreo	   empleado	   en	  
esta	   Tesis	   Doctoral	   es	   un	   sistema	  
miniaturizado	   de	   infección,	   no	   sesgado	   y	  
cuantitativo	  que	  reproduce	  el	  ciclo	  replicativo	  
completo	  del	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C.	  Permite	  el	  
análisis	  simultáneo	  de	  cientos	  de	  compuestos	  
en	   busca	   de	  moléculas	   que	   inhiben	   cualquier	  
aspecto	   del	   ciclo	   infectivo,	   empleando	   baja	  
multiplicidad	   de	   infección,	   y	   permitiendo	  
identificar	   compuestos	   antivirales	   no	   tóxicos	  
con	  dianas	  tanto	  celulares	  como	  virales.	  Estas	  
características	   contrastan	   con	   las	  de	   sistemas	  
tradicionales	  que	  interrogan	  librerías	  químicas	  
mediante	   ensayos	   enzimáticos	   in	   vitro	   o	  
ensayos	   basados	   en	   células	   que	   recapitulan	  
aspectos	   parciales	   de	   la	   infección,	   como	  
pueden	   ser	   el	   sistema	   de	   replicones	   para	  
estudios	  sobre	   replicación	  o	   las	  HCVPP	  para	  el	  
estudio	  de	   la	   entrada	   viral.	   Por	  otro	   lado,	   los	  
compuestos	  químicos	  que	  hemos	  analizado	  en	  
este	   trabajo	   ya	   han	   sido	   aprobados	   para	   su	  
uso	   clínico	   en	   el	   tratamiento	   de	   un	   amplio	  
rango	   de	   enfermedades	   no	   asociadas	   a	   la	  
infección	  por	  HCV,	  por	   lo	  que	  tienen	  un	  perfil	  
toxicológico	   conocido.	   Ello	   implica	   que,	   en	   el	  
caso	   de	   que	   alguno	   de	   los	   compuestos	  
muestre	  actividad	  antiviral	  frente	  al	  virus	  de	  la	  
hepatitis	   C,	   la	   fase	   I	   del	   desarrollo	   clínico,	  
centrada	   en	   determinar	   un	   rango	   seguro	   de	  
dosificación	   del	   compuesto	   en	   humanos,	  
estaría	  superada	  agilizándose	  su	  utilización	  en	  
clínica	   y	   su	   incorporación	   al	   mercado	  
farmacéutico.	  Esto	  es	  importante	  teniendo	  en	  
cuenta	   que	   más	   del	   70%	   de	   los	   compuestos	  
aprobados	  en	  ensayos	  pre-­‐clínicos	  no	  superan	  
la	  fase	  I	  de	  los	  ensayos	  clínicos	  (Ledford	  2011).
	   En	  este	  trabajo,	  hemos	  identificado	  11	  
compuestos	   químicos	   con	   actividad	   antiviral	  
frente	   a	   HCV	   a	   concentraciones	   no	   tóxicas;	  
compuestos	   que	   hemos	   clasificado	   en	   tres	  
categorías	   atendiendo	   a	   su	   estructura	   y	  
aplicación	   farmacológica	   principal	   descrita	  
(Figura	  R1).	  La	  primera	  categoría	  está	  formada	  
por	   antidepresivos	   tricíclicos	   e	   incluye	   tanto	  
fenotiazinas	   (clorpromacina	   y	   perfenacina)	  
como	   dibenzazepinas	   (clomipramina,	  
desipramina	   e	   imipramina).	   Atendiendo	   a	   su	  
estructura,	  estos	  compuestos	  tienen	  actividad	  
de	  base	  catiónica	  y	  se	  definen	  como	  CADs	  (del	  
inglés,	  cationic	  amphiphilic	  drugs).	  Entre	  otras	  
funciones,	  los	  CADs	  actúan	  interfiriendo	  con	  el	  
proceso	   de	   maduración	   de	   los	   endosomas	  
(Wang,	   Rothberg,	   y	   Anderson	   1993;	  
Kornhuber	   y	   col.,	   2008;	   Barker	   y	   col.,	   1973;	  
Halliwell	   1997)	   por	   lo	   que	   hemos	   de	  
considerar	   la	   posibilidad	   de	   que	   los	  
compuestos	  incluidos	  en	  este	  grupo	  inhiban	  la	  
infección	   por	   HCV	   a	   nivel	   de	   entrada	   y,	   más	  
concretamente,	  en	  relación	  con	  el	  proceso	  de	  
endocitosis.	   Además,	   el	   empleo	   de	  
perfenacina	   como	   control	   de	   nuestros	  
experimentos,	  al	  describirse	  recientemente	  su	  
papel	  como	   inhibidor	  de	   la	   infección	  por	  HCV	  
(Hu	   y	   col.,	   2014),	   confirmó	   que	   los	  
compuestos	  de	  esta	   categoría	   interfieren	   con	  
la	  entrada	  de	  varios	  genotipos	  de	  HCV	  (Figura	  
R5A).	   Trabajos	   previos	   indican	   que	   tanto	  
fenotiazinas	   como	   dibenzazepinas	   inhiben	   la	  
entrada	   viral	   (Gastaminza,	   Whitten-­‐Bauer,	   y	  
Chisari	   2010),	   confirmando	   nuestra	   hipótesis	  
inicial,	   así	   como	   revelan	   que	   las	   fenotiazinas,	  
al	   cambiar	   las	   propiedades	   de	   la	   membrana	  
endosomal,	   interfieren	   con	   la	   fusión	   de	  
membranas	   inducida	  por	   las	  proteínas	   virales	  
E1E2	   (Chamoun-­‐Emanuelli	   y	   col.,	   2013).	  
También	  se	  ha	  visto	  que	  clorpromacina	  inhibe	  
la	   endocitosis	   mediada	   por	   clatrina	   (Wang,	  
Rothberg,	   y	   Anderson	   1993)	   y	   la	   entrada	   de	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varios	   virus,	   entre	   ellos,	   el	   HCV	   en	   cultivo	  
celular	   (Blanchard	   y	   col.,	   2006;	   Chamoun-­‐
Emanuelli	   y	   col.,	   2013).	   Según	   nuestros	  
resultados,	   la	   concentración	   a	   la	   que	  
perfenacina	   inhibe	   la	   entrada	   de	  HCV	   (Figura	  
R5A)	  es	  insuficiente	  para	  inhibir	   la	  entrada	  de	  
otros	   virus	   que	   también	   experimentan	  
endocitosis	  mediada	  por	  clatrina,	  como	  VSV	  o	  
gripe,	   o	   virus	   que	   fusionan	   a	   nivel	   de	  
membrana	   plasmática,	   como	   RD114,	   lo	   que	  
sugiere	   cierta	   especificidad	   en	   la	   actividad	  
antiviral	  de	  este	  compuesto.	  La	   fusogenicidad	  
de	   las	   glicoproteínas	   E1E2	   de	   HCV	   depende,	  
en	  gran	  medida,	  de	  la	  composición	  lipídica	  de	  
las	   membranas	   celulares	   y,	   por	   tanto,	   de	   su	  
fluidez	   y	   permeabilidad	   (Lavillette	   y	   col.,	  
2006).	   El	   contenido	   en	   colesterol	   y	  
esfingolípidos	  de	  estas	  membranas	  modula	  su	  
curvatura	   y,	   con	   ello,	   la	   estructura	   y	  
orientación	   de	   las	   mismas	   que	   queda	  
accesible	   a	   las	   proteínas	   de	   fusión	   del	   virus	  
(Lavillette	   y	   col.,	   2006).	   Según	   Chamoun-­‐
Emanuelli	   y	   colaboradores,	   las	   fenotiazinas	  
podrían	   interferir	   con	   la	   disposición	   de	   los	  
microdominios	   ricos	   en	   colesterol	   de	   las	  
membranas	   celulares	   impidiendo	   la	   fusión	  de	  
las	   glicoproteínas	   de	  HCV	   sin	   que	   ello	   afecte,	  
por	   ejemplo,	   a	   la	   entrada	   de	   VSV	   (Chamoun-­‐
Emanuelli	   y	   col.,	   2013),	   en	   consonancia	   con	  
nuestras	  observaciones	  (Figura	  R5A).	  	  
En	   el	   segundo	   grupo	   (Figura	   R1)	   se	  
incluyen	   tamoxifeno,	   raloxifeno	   y	   clomifeno,	  
compuestos	   que	   actúan	   como	   moduladores	  
selectivos	   del	   receptor	   de	   estrógenos	   e	  
inhiben	   la	   infección	   por	   HCV	   al	   interferir	   con	  
múltiples	   pasos	   de	   su	   ciclo	   replicativo	  
(entrada,	   replicación	   y/o	   producción	   de	  
progenie	   infecciosa)	   (Gastaminza,	   Whitten-­‐
Bauer,	  y	  Chisari	  2010;	  Murakami	  y	  col.,	  2013;	  
Chamoun-­‐Emanuelli,	   Pecheur,	   y	   Chen	   2014).	  
Estructuralmente,	   son	   similares	   a	   los	  
compuestos	  del	  primer	  grupo	  ya	  que	  se	   trata	  
de	   moléculas	   planas	   con	   múltiples	   anillos	  
aromáticos	  y	  una	  cadena	  lateral	  que	  contiene	  
una	  amina	  terciaria,	  es	  decir,	  funcionan	  como	  
CADs,	   por	   lo	   que	   se	   presume	   para	   ellos	   un	  
mecanismo	  de	  acción	  similar	  al	  anteriormente	  
indicado	  como	  inhibidores	  de	  la	  entrada	  viral.	  
Además,	   se	   ha	   descrito	   que	   tamoxifeno	  
interfiere	   con	   la	   función	  proviral	  del	   receptor	  
alfa	  de	  estrógenos	  (ERα)	  (Watashi	  y	  col.,	  2007)	  
inhibiendo	   la	   formación	   del	   complejo	   de	  
replicación	   y	   que	   raloxifeno,	   que	   también	  
inhibe	  el	  proceso	  de	  replicación	  (Takeda	  y	  col.,	  
2012),	  mejora	  la	  tasa	  de	  cura	  en	  mujeres	  post-­‐
menopaúsicas	   infectadas	   con	   HCV	   en	   su	   uso	  
combinado	  con	  PEG-­‐IFN-­‐α	  y	  ribavirina,	   lo	  que	  
sugiere	   que	   el	   empleo	   combinado	   de	   estos	  
compuestos	  con	  otros	  antivirales	  podría	  tener	  
un	   importante	  valor	  terapéutico,	  al	  menos	  en	  
algunas	   poblaciones	   de	   pacientes	   (Furusyo	   y	  
col.,	  2012).	  	  
Los	   compuestos	   del	   tercer	   grupo,	  
hidroxicina	  y	  benztropina	   (Figura	  R1),	   inhiben	  
eficientemente	   la	   infección	   viral	   a	  
concentraciones	  muy	  bajas	  (Figuras	  R2,	  R3A-­‐B	  
y	   6)	   sin	   interferir	   con	   la	   replicación	   del	   RNA	  
del	  virus,	  ni	  en	  ensayos	  de	  transfección	  (Figura	  
R3C)	   ni	   en	   el	   contexto	   de	   una	   infección	  
persistente	   (Figura	   R4).	   Ello	   sugiere	   que	   el	  
potencial	   inhibitorio	   de	   estos	   compuestos	   se	  
manifiesta	   en	   un	   estadío	   temprano	   de	   la	  
infección	   anterior	   a	   la	   replicación	   del	   RNA.	  
Mediante	  ensayos	  de	   infección	  con	  partículas	  
retrovirales	   pseudotipadas	   (HCVPP)	   se	  
confirmó	   la	   observación	   previa	  
comprobándose	  que	  hidroxicina	  y	  benztropina	  
inhiben	  la	  entrada	  de	  los	  genotipos	  1,	  2,	  3	  y	  4	  
(Figuras	   R5B-­‐C)	   y	   que	   dicha	   inhibición	   tiene	  
lugar	   en	  un	  paso	  posterior	   a	   la	   adsorción	  del	  
virus	   a	   la	   célula	   hospedadora	   (Figura	   R7).
	   Benztropina	   es	   un	   antagonista	   del	  
Discusión	  
	   99	  
receptor	  muscarínico	  M1	  que	  se	  emplea	  en	  el	  
tratamiento	   contra	   la	   enfermedad	   de	  
Parkinson	  (Agundez	  y	  col.,	  2013)	  ya	  que	  actúa	  
a	   nivel	   del	   sistema	   nervioso	   central.	   Su	  
capacidad	   para	   traspasar	   la	   barrera	  
hematoencefálica,	   así	   como	   las	   distintas	  
membranas	  celulares,	   reside	  en	  su	  estructura	  
que	   es	   propia	   de	   un	   CAD	   (Kornhuber	   y	   col.,	  
2008),	  ya	  que	  se	   trata	  de	  una	  molécula	  plana	  
con	   dos	   anillos	   aromáticos	   y	   una	   amina	  
terciaria	  (Figura	  R1).	  Los	  resultados	  mostrados	  
en	   esta	   Tesis	   Doctoral	   indican	   que	  
concentraciones	   subtóxicas	   de	   benztropina	  
(EC50:	  0.67	  ±	  0.29	  µM;	  CC50:	  26.25	  ±	  1.76	  µM;	  
I.T.	  de	  39)	   inhiben	   la	  entrada	  de	  HCV	  (Figuras	  
R5C	   y	   R7).	   Ésta	   tiene	   lugar	   mediante	  
endocitosis	  mediada	  por	  clatrina	  seguida	  de	  la	  
fusión	   de	   la	   membrana	   plasmática	   con	   la	  
membrana	   endosomal	   (Figura	   I2A-­‐3	   y	   4),	   a	  
través	   de	   un	   proceso	   gobernado	   por	   un	   bajo	  
pH	  (Meertens,	  Bertaux,	  y	  Dragic	  2006).	  Por	  su	  
naturaleza	  hidrofóbica,	   los	  CADs	  -­‐en	  su	  forma	  
no	   ionizada-­‐	   pueden	   atravesar	   fácilmente	   las	  
distintas	  membranas	  celulares,	  entre	  otras,	   la	  
membrana	   plasmática	   y	   la	   endosomal.	   Una	  
vez	  dentro	  del	  endosoma,	   los	  CADs	  se	  cargan	  
positivamente	   e	   interaccionan	   con	   diferentes	  
fosfolípidos	   de	   membrana	   y	   enzimas	  
implicadas	   en	   el	   metabolismo	   lipídico	   celular	  
(Kornhuber	   y	   col.,	   2008;	   Halliwell	   1997)	  
alterando	   la	   disponibilidad	   de	   éstos	   y,	   con	  
ello,	   la	   composición,	   morfología,	   fluidez	   y	  
función	   de	   las	   diferentes	   membranas	  
celulares.	   Cambios	   en	   la	   estructura	   de	   la	  
membrana	   endosomal	   o	   la	   inducción	   de	  
cuerpos	   lamelares	   en	   los	   lisosomas	   como	  
consecuencia	  de	  un	  aumento	  en	  su	  contenido	  
en	   fosfolípidos	   (Halliwell	   1997)	   afecta	   a	   la	  
funcionalidad	   de	   estos	   orgánulos	   e	   interfiere	  
con	   la	   maduración	   de	   los	   endosomas	  
(Kornhuber	   y	   col.,	   2008;	   Wang,	   Rothberg,	   y	  
Anderson	   1993)	   dificultando	   el	   proceso	   de	  
endocitosis.	   Así,	   presuponemos	   un	  
mecanismo	  de	  acción	  para	  la	  benztropina	  que	  
sería	  similar	  al	  de	  los	  antidepresivos	  tricíclicos	  
del	   primer	   grupo.	   A	   pesar	   de	   su	   capacidad	  
para	   inhibir	   eficientemente	   la	   entrada	   de	   los	  
genotipos	   1,	   2,	   3	   y	   4	   a	   concentraciones	  
relativamente	   bajas	   (15	   µM)	   (Figura	   R5C),	   su	  
menor	  ventana	  terapéutica	  en	  ensayos	  in	  vitro	  
(Tabla	   R2)	   y	   en	   pacientes	   (Carranza	   y	   col.,	  
2013)	   respecto	   de	   hidroxicina	   le	   relega	   a	   un	  
segundo	  plano	  como	  antiviral	  potencial	  frente	  
a	  la	  infección	  por	  HCV.	  
Hidroxicina	   es	   un	   antagonista	   del	  
receptor	  H1	  de	   histaminas	   que	   se	   emplea	   en	  
el	   tratamiento	   de	   reacciones	   alérgicas,	   como	  
antiemético	   para	   reducir	   las	   náuseas	   y	   como	  
ansiolítico.	   Entre	   otros,	   su	   uso	   está	   indicado	  
para	   el	   tratamiento	   del	   prurito	   en	   pacientes	  
con	  disfunción	  hepática	  (Simons	  y	  col.,	  1989).	  
Los	   resultados	   mostrados	   en	   esta	   Tesis	  
Doctoral	   indican	   que	   concentraciones	  
subtóxicas	   de	   hidroxicina	   (EC50:	   0.26	   ±	   0.13	  
µM;	  CC50:	  0.55	  ±	  0.25	  µM;	  I.T.	  de	  178)	  inhiben	  
eficientemente	   la	  entrada	  de	   los	  genotipos	  1,	  
2,	   3	   y	   4	   de	   HCV	   en	   la	   célula	   hospedadora	  
(Figura	  R5B),	  de	  manera	  similar	  a	  lo	  observado	  
para	  la	  clorciclicina,	  un	  análogo	  estructural	  de	  
hidroxicina	   (He	   y	   col.,	   2015).	   En	   conjunto,	  
estos	   resultados	   sugieren	  un	   amplio	   espectro	  
para	   ambos	   fármacos	   lo	   que	   representa	   una	  
ventaja	   en	   el	   control	   de	   la	   infección	  por	  HCV	  
dada	   la	   enorme	   diversidad	   genética	   que	  
exhibe	  este	  grupo	  de	  virus.	  
La	   caracterización	   del	   mecanismo	   de	  
acción	  de	  la	  clorciclicina	  en	  el	  ciclo	  replicativo	  
de	   HCV	   y	   su	   similitud	   estructural	   con	   la	  
hidroxicina	   han	   arrojado	   luz	   acerca	   de	   su	  
posible	   diana	   molecular.	   Así,	   se	   ha	  
comprobado	   que	   la	   clorciclicina	   inhibe	   la	  
entrada	   viral	   en	  un	   estadío	   tardío	   previo	   a	   la	  
Discusión	  
	  100	  
replicación	  del	  RNA	   (He	  y	   col.,	  2015).	  En	  este	  
sentido,	   Chamoun-­‐Emanuelli	   y	   colaboradores	  
han	   confirmado	   nuestros	   resultados	   con	   la	  
hidroxicina	   y	   demostrado	   que	   ambos	  
compuestos	   inhiben	   la	  entrada	  de	  HCV	  en	  un	  
paso	  previo	  a	  la	  fusión	  de	  las	  membranas	  viral	  
y	  endosomal	  (Chamoun-­‐Emanuelli,	  Pecheur,	  y	  
Chen	   2014)	   aunque	   existen	   diferencias	   en	  
cuanto	  a	  la	  interpretación	  de	  estos	  resultados.	  
Mientras	  que	  Chamoun-­‐Emanuelli	  propone	  un	  
cambio	   en	   la	   localización	   celular	   del	   receptor	  
NPC1L1	  como	  consecuencia	  de	  la	  actividad	  de	  
hidroxicina	   y	   clorciclicina,	  He	  y	   colaboradores	  
no	   han	   observado	   alteración	   alguna	   en	   la	  
distribución	   celular	   de	   NPC1L1	   y	   otros	  
receptores	  que	  median	  en	  la	  entrada	  de	  HCV,	  
reforzando	   la	   idea	   de	   que	   es	   necesaria	   más	  
investigación	  en	  este	  sentido.	  
A	   pesar	   de	   su	   semejanza	   estructural	  
con	   hidroxicina	   y	   clorciclicina,	   no	   pudimos	  
demostrar	   actividad	   antiviral	   de	   la	   cetiricina	  
(datos	   no	   mostrados),	   que	   constituye	   el	  
principal	   metabolito	   farmacológicamente	  
activo	   de	   la	   hidroxicina,	   probablemente	   a	  
causa	   de	   su	   elevada	   polaridad	   y	   la	   reducida	  
permeabilidad	   que	   presentan	   las	   células	  
frente	  a	  este	   tipo	  de	  compuestos.	  Resultados	  
similares	   fueron	   obtenidos	   por	   otro	  
laboratorio	  (He	  y	  col.,	  2015).	  
Aunque	   hidroxicina	   inhibe	  
eficientemente	   la	   entrada	   del	   genotipo	   2	   a	  
bajas	   concentraciones	   (5	   µM),	   ésta	   debe	  
incrementarse	  en	  hasta	  5	  veces	  para	  lograr	  un	  
efecto	   inhibitorio	   comparable	   frente	   a	   los	  
genotipos	  1,	  3	  y	  4	  (Figura	  R5B),	  lo	  que	  sugiere	  
la	  existencia	  de	  diferencias	  intergenotípicas	  en	  
la	   susceptibilidad	   a	   la	   inhibición	  mediada	   por	  
hidroxicina.	   La	   mayor	   susceptibilidad	   del	  
genotipo	   2	   a	   la	   acción	   de	   hidroxicina	   sugiere	  
diferencias	   en	   el	   mecanismo	   de	   entrada	   de	  
HCV	   dependiendo	   del	   genotipo	   viral.	   Es	  
posible	   que	   las	   rutas	   de	   entrada	   de	   los	  
diferentes	   aislados	   dependan	   de	   factores	  
celulares	   similares	   (Ploss	   y	   Evans	   2012)	   pero	  
que,	  en	  función	  del	  aislado,	  el	  uso	  que	  se	  hace	  
de	   cada	   uno	   de	   ellos	   varíe.	   En	   este	   sentido,	  
recientemente	   se	   ha	   demostrado	   que	  
diferentes	   aislados	   de	   HCV	   podrían	   usar	  
diferentes	   miembros	   de	   la	   familia	   de	   las	  
claudinas	  en	  el	  proceso	  de	  entrada	  viral	  como	  
una	   alternativa	   a	   la	   Claudina-­‐1	   (Haid	   y	   col.,	  
2013)	   que	   se	   sabe	   que	   desempeña	   un	   papel	  
crucial	   en	   la	   entrada	   de	   HCV	   a	   nivel	   tardío	  
(Evans	   y	   col.,	   2007),	   de	   manera	   similar	   al	  
receptor	   NPC1L1	   (Popescu	   y	   col.,	   2014).	  
Asímismo,	   se	   ha	   visto	   que	   al	   neutralizar	   la	  
infección	   por	   HCV	   con	   anticuerpos	   frente	   a	  
Claudina-­‐1,	   algunos	   aislados	   parecen	   escapar	  
a	  dicha	  inhibición	  haciendo	  uso	  de	  la	  Claudina-­‐
6	   como	   receptor	   alternativo	   (Haid	   y	   col.,	  
2013).	   Las	   diferencias	   observadas	   en	   la	  
susceptibilidad	   a	   la	   inhibición	   mediada	   por	  
hidroxicina	  no	  es	  exclusiva	  de	  este	  fármaco	  ya	  
que	  derivados	  de	   la	  1,3,5-­‐triacina,	  que	   inhibe	  
la	   entrada	   viral	   de	   manera	   análoga	   a	  
hidroxicina,	   bloquean	   selectivamente	   la	  
entrada	  de	  los	  genotipos	  1a	  y	  1b	  pero	  no	  la	  de	  
otros	   genotipos	   analizados	   (Baldick	   y	   col.,	  
2010;	   Coburn	   y	   col.,	   2012)	   lo	   que	   podría	  
sugerir,	   además	   de	   lo	   anteriormente	  
mencionado,	   una	   acción	   directa	   para	   estos	  
fármacos	   y	   la	   hidroxicina	   sobre	   las	  
glicoproteínas	  de	  la	  envuelta	  viral.	  
Las	   glicoproteínas	   E1E2	   son	  
responsables	   de	   la	   fusión	   de	   las	   membranas	  
plasmática	   y	   endosomal	   para	   la	   entrada	   del	  
virión	   (Lavillette	   y	   col.,	   2006;	   Haid,	  
Pietschmann,	   y	   Pecheur	   2009)	   y	   se	  
caracterizan	   por	   presentar	   una	   enorme	  
variabilidad	   genética	   entre	   genotipos	  
(Simmonds	  2004);	   variabilidad	  que	  podría	   ser	  
la	   clave	   para	   entender	   las	   diferencias	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observadas	  en	  la	  susceptibilidad	  a	  la	  inhibición	  
mediada	   por	   hidroxicina.	   Esta	   variabilidad	  
genética	   reside,	   mayoritariamente,	   en	   la	  
región	  hipervariable	  I	  (HVR-­‐I)	  de	  la	  proteína	  E2	  
y	   podría	   traducirse,	   por	   ejemplo,	   en	  
diferencias	   en	   cuanto	   a	   la	   naturaleza	   de	   los	  
residuos	   (aminoácidos)	   que	   la	   componen	  
dependiendo	   del	   genotipo	   viral.	   De	   forma	  
análoga	   al	   mecanismo	   de	   acción	   del	   arbidol,	  
un	   inhibidor	   de	   la	   entrada	  de	  HCV	   (Teissier	   y	  
col.,	   2011),	   hidroxicina	   podría	   unirse	  
preferentemente	   a	   los	   residuos	   de	   la	   región	  
HVR-­‐I	  de	  unos	  genotipos	  virales	  pero	  no	  a	   los	  
de	   otros,	   explicando	   las	   diferencias	   de	  
susceptibilidad	   entre	   aislados.	   Cabe	   la	  
posibilidad,	   asímismo,	   de	   que	   hidroxicina	  
induzca	   cambios	   en	   el	   pH	   endosomal	   que	  
alteren	   y/o	   dificulten	   el	   proceso	   de	   fusión	  
dependiendo	  del	  genotipo	  viral.	  El	  pH	  óptimo	  
al	   que	   tiene	   lugar	   la	   fusión	   promueve	   una	  
serie	  de	  cambios	  conformacionales	  a	  nivel	  de	  
la	  proteína	  E2	  que	   implican	  a	  su	  región	  HVR-­‐I	  
(Lavillette	   y	   col.,	   2006).	   Es	   probable	   que,	   en	  
función	  del	  genotipo	  viral,	  el	  pH	  al	  que	  tienen	  
lugar	  dichos	  cambios	  varíe	  ligeramente.	  Todas	  
estas	   circunstancias	   podrían	   explicar	   el	  
comportamiento	   observado	   para	   el	   aislado	  
utillizado	  como	  modelo	  del	  genotipo	  5	  de	  HCV	  
(Figura	  R5)	  que	  muestra	  cierta	  resistencia	  a	  la	  
inhibición	   mediada	   por	   los	   fármacos	  
seleccionados.	  Es	  probable	  que	  ello	   responda	  
a	   la	   especificidad	   genética	   del	   aislado	  
concreto	   empleado	   en	   nuestro	   estudio.	   Para	  
poder	  concluir	  al	  respecto	  de	  dicha	  resistencia	  
sería	   necesario	   trabajar	   con	   un	   grupo	   más	  
amplio	  de	  aislados	  del	   genotipo	  5	  de	  manera	  
que	  la	  variabilidad	  genética	  que	  lo	  caracteriza	  
quede	   bien	   representada.	   En	   conjunto,	   estos	  
resultados	  ilustran	  la	  enorme	  complejidad	  que	  
implica	   inhibir	   la	   entrada	  de	  HCV	   y	   refuerzan	  
la	   idea	  de	  que	  profundizar	  en	   la	  búsqueda	  de	  
inhibidores	   de	   entrada	   es	   una	   buena	  
estrategia	   para	   prevenir	   la	   infección	   por	   los	  
diferentes	  genotipos	  virales.	  
Que	   la	  diana	  molecular	  de	  hidroxicina	  
y	   benztropina	   sea	   un	   factor	   celular	  
representaría	   una	   ventaja	   respecto	   a	   la	  
mayoría	   de	   inhibidores	   actualmente	  
disponibles	   que	   actúan	   sobre	   componentes	  
estructurales	  del	  virus	  dado	  que	  ello	  retrasa	  la	  
aparición	   de	   formas	   resistentes	   al	   fármaco,	  
como	   se	   ha	   comprobado	   en	   el	   caso	   de	   la	  
clorciclicina	   (He	   y	   col.,	   2015),	   e	   impide	   la	  
aparición	   de	   mutantes	   de	   deleción	   que	  
reducen	   los	   efectos	   antivirales	   de	   la	   terapia	  
con	   IFN	   para	   el	   tratamiento	   de	   la	   hepatitis	  
crónica	  (Kohno	  y	  col.,	  2012).	  
Actualmente,	   los	   inhibidores	   de	  
entrada	   no	   se	   emplean	   en	   clínica	   para	   el	  
tratamiento	   de	   la	   infección	   crónica	   por	   HCV	  
(Pawlotsky	   y	   col.,	   2015)	   lo	   que,	   en	   parte,	   se	  
debe	   al	   hecho	   de	   que	   no	   está	   claro	   que	   la	  
entrada	   viral	   sea	   necesaria	   para	   el	  
mantenimiento	  de	  dicha	  infección	  ya	  que	  HCV	  
puede	  diseminarse	  célula	  a	  célula	  a	   través	  de	  
mecanismos	   alternativos	   a	   la	   entrada	  
convencional	  del	  virión	  (Ramakrishnaiah	  y	  col.,	  
2013;	   Brimacombe	   y	   col.,	   2011;	   Barretto	   y	  
col.,	   2014).	   Dado	   el	   supuesto	   papel	   de	  
hidroxicina	   sobre	   el	   receptor	   NPC1L1	   y	   su	  
participación	   en	   esta	   vía	   de	   entrada,	   es	  
probable	  que	  dicho	  fármaco	  pudiera	  bloquear	  
la	   diseminación	   célula	   a	   célula	   de	   HCV	   y	  
reducir	   así	   la	   viremia.	   Ello	   ofrece	   un	   futuro	  
prometedor	  para	  el	   tratamiento	  de	  pacientes	  
infectados	   que	   esperan	   un	   transplante	  
hepático	  dado	  que	   limitaría	   la	   reinfección	  del	  
órgano	  transplantado	  que,	  actualmente,	  tiene	  
lugar	   casi	   en	   el	   100%	   de	   los	   casos	   (Fofana	   y	  
col.,	  2014).	  En	  el	  caso	  de	  la	  clorciclicina,	  se	  ha	  
observado	  que	   su	  actividad	  antiviral	  presenta	  
una	  elevada	  sinergia	  cuando	  se	  administra	  en	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combinación	   con	   otros	   fármacos	   anti-­‐HCV,	  
como	   la	   ribavirina,	   IFN-­‐α,	   telaprevir,	  
boceprevir,	   sofosbuvir,	   daclatasvir	   o	  
ciclosporina	   A	   sin	   que	   aumente	   su	  
citotoxicidad	   (He	   y	   col.,	   2015);	   de	   ser	   así	  
también	   para	   hidroxicina,	   su	   uso	   combinado	  
con	   ribavirina	   y	   sofosbuvir	   disminuiría	  
considerablemente	   la	   recurrencia	   de	   relapso	  
en	   los	   pacientes	   infectados	   que	   esperan	   un	  
transplante	   (Curry	   y	   col.,	   2013).	  
Recientemente,	   se	  ha	  demostrado	  que	  el	  uso	  
combinado	   de	   un	   inhibidor	   de	   entrada,	   que	  
actúa	  a	  nivel	  del	   receptor	   SR-­‐BI,	   contribuye	  a	  
erradicar	   la	   infección	   persistente	   por	   HCV	   en	  
modelos	   animales	   de	   infección	   cuando	   se	  
utiliza	   en	   combinación	   otros	   agentes	  
antivirales	  directos	  (Vercauteren	  y	  col.,	  2015).	  	  
El	   hecho	   de	   que	   hidroxicina	   presente	  
actividad	   como	   antihistamínico	   y	   antiemético	  
le	   convierte	   en	   un	   buen	   complemento	   de	   las	  
terapias	   a	   base	   de	   DAAs	   actualmente	  
disponibles	   al	   reducir	   muchos	   de	   los	   efectos	  
secundarios	  derivados	  de	   las	  mismas.	  En	  este	  
sentido,	   recientemente,	   se	   ha	   recomendado	  
su	   empleo	   en	   pacientes	   con	   HCV	   para	   aliviar	  
algunos	   de	   los	   desórdenes	   dermatológicos	  
derivados	   del	   tratamiento	   con	   telaprevir	  
(Nguyen	   y	   Morgan	   2012).	   Confiamos	   en	   que	  
estudios	   retrospectivos	   sobre	   este	   grupo	   de	  
pacientes	   contribuyan	   a	   determinar	   si	  
hidroxicina	   influye	   positivamente	   en	   su	   tasa	  
de	   curación	   tras	   someterse	   a	   estos	  
tratamientos.	  	  
Aunque	   habría	   que	   considerar	   con	  
precaución	  el	   traslado	  de	  nuestros	   resultados	  
al	   contexto	   clínico,	   es	   importante	   destacar	  
que	   no	   constan	   casos	   de	   toxicidad	   hepática	  
como	   consecuencia	   del	   tratamiento	   con	  
hidroxicina	   y	   benztropina	   (Carranza	   y	   col.,	  
2013;	   Simons	   y	   col.,	   1989;	   Simons,	   Simons,	   y	  
Frith	   1984).	   A	   pesar	   de	   que	   existen	  
limitaciones	   potenciales	   en	   relación	   a	   su	  
empleo	   y	   que	   es	   necesario	   un	   estudio	   más	  
profundo	   a	   este	   respecto,	   podemos	  
considerar	   que	   ambos	   compuestos	   son	  
antivirales	   potentes	   frente	   a	   la	   infección	   por	  
HCV	   en	   cultivo	   celular	   y	   que	   constituyen	   una	  
herramienta	   muy	   útil	   para	   estudiar	   aspectos	  
básicos	   relacionados	   con	   la	   entrada	   de	   HCV,	  
tal	   y	   como	   hemos	   demostrado	   en	   esta	   Tesis	  
Doctoral.	  
	  
	  
D2.-­‐	   Identificación	   de	   LPIN1	   como	   diana	  
celular	  frente	  a	  la	  infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  
hepatitis	  C	  
	  
A	   fin	   de	   crear	   un	   microambiente	  
favorable	   para	   el	   establecimiento	   de	   la	  
infección,	   el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   interfiere	  
con	   el	   metabolismo	   lipídico	   de	   la	   célula	  
promoviendo	   la	   lipogénesis	   de	   novo	   y	  
suprimiendo	   tanto	   la	   oxidación	   de	   ácidos	  
grasos	   como	   su	   exporte	   desde	   el	   hepatocito	  
para	   aumentar	   la	   disponibilidad	  de	   lípidos	   en	  
la	   célula	   (Syed,	   Amako,	   y	   Siddiqui	   2010).	  
Siddiqui	   y	   colaboradores	   demostraron	   que	   la	  
expresión	   de	   genes	   de	   HCV	   estimula	   la	  
activación	  proteolítica	  de	  la	  proteína	  SREBP-­‐1,	  
implicada	   en	   lipogénesis	   de	   novo,	   y	   su	  
translocación	   al	   núcleo	   para	   activar	   la	  
expresión	   de	   genes	   implicados	   en	   la	  
biosíntesis	  de	  colesterol	  y	  ácidos	  grasos	  (Waris	  
y	  col.,	  2007;	  Vasallo	  y	  Gastaminza	  2015).	  Uno	  
de	   los	   genes	   regulados	   transcripcionalmente	  
por	   SREBP-­‐1	   es	   LPIN1	   por	   lo	   que	   es	   posible	  
que	   HCV	   estimule	   la	   transcripción	   del	  
mensajero	   de	   LPIN1	   (Figura	   R8)	   vía	   SREBP-­‐1,	  
de	  manera	  análoga	  a	  lo	  que	  ocurre	  en	  la	  célula	  
cuando	   la	   disponibilidad	   de	   esteroles	   es	  
limitada	  (Ishimoto	  y	  col.,	  2009).	  	  
	   No	   obstante,	   esta	   inducción	   en	   los	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niveles	  de	  mensajero	  de	  LPIN1	  no	   informa	  de	  
la	   localización	   subcelular	   de	   la	   proteína	  o	  del	  
tipo	   de	   modificaciones	   post-­‐traduccionales	  
(fosforilación,	   sumoilación,…)	   que	  
experimenta	   y	   que	   influyen	   en	   su	   actividad	  
funcional.	   Desconocemos	   si	   la	   infección	   por	  
HCV	  promueve	   su	  actividad	  PAP	  o	   su	   función	  
como	   regulador	   transcripcional,	   aunque	  
hemos	   observado	   que	   LPIN1	   no	   modifica	   su	  
localización	   subcelular	   como	  consecuencia	  de	  
la	   infección	   (datos	  no	  mostrados).	  Analizar	  su	  
actividad	  fosfatasa	  per	  se	  o	  medir	  la	  capacidad	  
de	   LPIN1	   para	   unirse	   a	   los	   receptores	  
nucleares	  PPARα	  o	  NFATc4	  (Factor	  nuclear	  de	  
linfocitos	   T	   activados,	   citoplásmico	   4),	   entre	  
otros,	  y	  regular	  la	  expresión	  génica	  durante	  la	  
infección	   por	   HCV	   son	   objetivos	   futuros	   de	  
este	  trabajo.	  
Hemos	   demostrado	   que	   los	   niveles	  
intracelulares	  de	   LPIN1	   son	   limitantes	  para	  el	  
establecimiento	  de	   la	   replicación	  del	   genoma	  
viral	   (Figuras	   R10B,	   R11	   y	   R16A)	   sin	   que	   los	  
procesos	  de	  entrada	  (Figura	  R15)	  y	  traducción	  
primaria	   (Figura	   R16B)	   se	   vean	   afectados	   por	  
ellos.	  La	  replicasa	  de	  HCV	  se	  ensambla	  en	  unas	  
vesículas	   de	   doble	   membrana	   que	   aparecen	  
como	  protrusiones	  de	  la	  membrana	  del	  RE	  en	  
el	   citosol,	   aunque	   también	   presentan	  
componentes	  derivados	  de	  las	  membranas	  de	  
endosomas	   tardíos,	   mitocondria	   y	   LDs	  
(Romero-­‐Brey	   y	   col.,	   2012).	   Éstas	   se	   inducen	  
en	  un	  proceso	  concertado	  entre	   las	  proteínas	  
NS4B	   y	   NS5A,	   principalmente,	   y	   en	   el	   que	  
también	   participan	   proteínas	   celulares	   como	  
la	  quinasa	  de	  lípidos	  PI4K-­‐IIIα	  y	  su	  sustrato,	  el	  
PIP4	   (Berger	   y	   col.,	   2011;	   Alvisi,	   Madan,	   y	  
Bartenschlager	   2011).	   La	   síntesis	   de	  
fosfolípidos	   juega,	   por	   tanto,	   un	   papel	  
relevante	   en	   la	   biogénesis	   de	   las	   DMVs	   y	   el	  
establecimiento	   de	   los	   complejos	   de	  
replicación	   de	   HCV.	   Conocido	   el	   papel	   de	  
LPIN1	   en	   la	   síntesis	   de	   fosfolípidos	   y	   en	   la	  
biogénesis	   de	   membranas	   celulares	   (Bou	  
Khalil	   y	   col.,	   2010;	   Chuang	   y	   col.,	   2014),	   es	  
posible	  que	  su	  deficiencia	  afecte	  al	  proceso	  de	  
replicación	   viral	   por	   impedir	   la	   formación	   de	  
DMVs,	   el	   ensamblaje	   de	   los	   complejos	   de	  
replicación	   y/o	   interfiera	   con	   el	  
funcionamiento	   de	   los	  mismos.	   Si	   bien	   LPIN1	  
es	  necesaria	  para	   la	  replicación	  de	  HCV,	  no	  lo	  
es	   en	   el	   caso	   de	   otros	   virus	   cuyos	   complejos	  
de	   replicación	   también	   se	   ensamblan	   en	  
estructuras	   intracelulares	   membranosas,	  
como	   el	   coronavirus	   humano	   229E-­‐GFP	  
(Figura	   R13)	   (Romero-­‐Brey	   y	   Bartenschlager	  
2014).	   Por	   tanto,	   LPIN1	   tiene	   un	   papel	  
específico	  sobre	  la	  replicación	  de	  HCV.	  
Para	   determinar	   si	   la	   ausencia	   de	  
LPIN1	   interfiere	   con	   la	   replicación	   del	   virus	  
impidiendo	   la	   formación	   de	   las	   DMVs,	  
podríamos	   sobre-­‐expresar	   la	   poliproteína	   de	  
HCV	   en	   células	   deficientes	   en	   LPIN1	   de	  
manera	   análoga	   a	   lo	   que	   se	   describe	   en	  
(Romero-­‐Brey	   y	   col.,	   2012).	   Si	   la	   ausencia	   de	  
LPIN1	   impide	   la	   formación	   de	   DMVs,	  
entenderemos	   que	   LPIN1	   interfiere	   con	   un	  
aspecto	   estructural	   asociado	   a	   la	   replicación	  
de	  HCV.	  Si,	  por	  el	  contrario,	  la	  sobre-­‐expresión	  
de	   la	   poliproteína	   del	   virus	   conduce	   al	  
ensamblaje	  de	  las	  DMVs,	  consideraremos	  que	  
LPIN1	  interfiere	  con	  un	  aspecto	  funcional	  de	  la	  
replicación	  viral.	  	  
En	  este	  sentido,	  el	  silenciamiento	  de	  la	  
enzima	   diacilglicerol	   aciltransferasa	   (DGAT1),	  
que	  actúa	  en	  un	  paso	  posterior	  a	  LPIN1	  en	   la	  
biosíntesis	   de	   TAG,	   no	   afecta	   a	   la	   replicación	  
de	  HCV	  (Herker	  y	  col.,	  2010)	  lo	  que	  indica	  que	  
una	   disminución	   en	   la	   disponibilidad	   de	   TAG	  
por	   la	   célula,	   como	  el	   que	  podría	   tener	   lugar	  
por	  el	  silenciamiento	  de	  LPIN1,	  no	  es	  limitante	  
para	  la	  replicación	  del	  virus.	   	  
	   Dado	  que	  son	  muchas	   las	  especies	  de	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lípidos	   cuya	  disponibilidad	  en	   la	   célula	  puede	  
verse	   alterada	   a	   causa	   del	   silenciamiento	   de	  
LPIN1,	   por	   acumulación	  de	   su	   sustrato	   (PA)	   y	  
reducción	   de	   la	   presencia	   de	   su	   producto	  
(DAG),	   el	   impacto	   que	   éste	   tiene	   sobre	   la	  
replicación	   de	   HCV	   puede	   responder	   a	   la	  
confluencia	   de	   varios	   factores.	   DAG	   y	   PE,	   a	  
través	  de	  su	  interacción	  con	  el	  complejo	  PKD-­‐
Vps34	   y	   ATG8/LC3,	   respectivamente,	  
contribuyen	   a	   la	   maduración	   de	  
autofagosomas	   (Dall'Armi,	   Devereaux,	   y	   Di	  
Paolo	  2013;	  Zhang,	  Verity,	  y	  Reue	  2014).	  Una	  
disminución	  en	   su	   abundancia	   relativa	  podría	  
suprimir	   el	   proceso	   de	   autofagia,	   esencial	   en	  
el	   establecimiento	   de	   la	   infección	   por	   HCV	  
(Vasallo	   y	   Gastaminza	   2015;	   Dreux	   y	   col.,	  
2009).	   En	   condiciones	   normales,	   las	  
membranas	   celulares	   que	   son	   ricas	   en	   PA,	  
DAG	   y	   ceramidas	   adquieren	   una	   curvatura	  
negativa	   que	   favorece	   los	   procesos	   de	  
gemación	   y	   la	   fusión	   de	   vesículas	   necesarias	  
para	   la	   formación	   de	   autofagosomas	  
(Dall'Armi,	   Devereaux,	   y	   Di	   Paolo	   2013).	   Los	  
cambios	   en	   la	   abundancia	   relativa	   de	   PA	   y	  
DAG	  que	  se	  producen	  con	  el	  silenciamiento	  de	  
LPIN1	  pueden	  afectar	  al	  tipo	  de	  curvatura	  que	  
adoptan	   las	  membranas	   celulares	   impidiendo	  
tanto	   la	   formación	   de	   autofagosomas	  
(Dall'Armi,	  Devereaux,	  y	  Di	  Paolo	  2013)	  como	  
el	   ensamblaje	   de	   las	   DMVs	   en	   las	   que	   se	  
establecen	   los	   complejos	   de	   replicación	   del	  
virus.	   	   Además,	   el	   PA	   es	   un	   mediador	   de	   la	  
cascada	   de	   señalización	   dependiente	   de	  
mTORC1	   (complejo	   1	   de	   mTOR),	   ya	   que	  
contribuye	  a	  su	  activación	  (Yoon	  y	  col.,	  2011).	  
mTORC1	  regula	  los	  procesos	  de	  proliferación	  y	  
supervivencia	   celular	   y	   modula	   la	   síntesis	   de	  
lípidos	  vía	  SREBP-­‐1	   (Peterson	  y	  col.,	  2011).	  Es	  
posible	   que,	   al	   silenciar	   LPIN1,	   los	   niveles	  
intracelulares	   de	   PA	   aumenten	   y,	   con	   ello,	   la	  
activación	   de	   mTORC1.	   En	   2005,	   Baretta	   y	  
colaboradores	   propusieron	   que	   la	   activación	  
de	   mTORC1	   inhibe	   la	   replicación	   de	   HCV	   al	  
promover	  la	  fosforilación	  de	  la	  proteína	  NS5A	  
(Mannova	   y	   Beretta	   2005).	   Por	   el	   contrario,	  
recientemente	   se	   ha	   publicado	   que	   la	  
activación	   de	   mTORC1	   promueve	   la	  
replicación	   de	   HCV,	   probablemente,	   al	  
estimular	   la	   síntesis	   de	   lípidos	   vía	   SREBP-­‐1	  
(Peterson	   y	   col.,	   2011)	   y	   bloquear	   la	   lipolisis	  
de	  TAG	  en	  los	  LDs	  (Stohr	  y	  col.,	  2015).	  Aunque	  
nuestros	   resultados	   están	   en	   concordancia	  
con	  lo	  observado	  por	  Baretta	  y	  colaboradores,	  
es	  complicado	  predecir	  el	  impacto	  de	  mTORC1	  
sobre	  la	  infección	  por	  HCV	  y,	  por	  consiguiente,	  
el	   impacto	   de	   la	   posible	   acumulación	  
intracelular	   de	   PA	   sobre	   la	   replicación	   viral.	  
Experimentalmente,	   sería	   posible	   evaluar	  
dicho	  impacto.	  En	  células	  normales,	  la	  adición	  
exógena	   de	   PA	   o	   la	   sobre-­‐expresión	   de	   la	  
enzima	   diacilglicerol	   quinasa	   (que	   actúa	   en	  
sentido	   opuesto	   a	   LPIN1	   en	   la	   biosíntesis	   de	  
triglicéridos)	   recapitulan	   el	   mismo	   fenómeno	  
que	  se	  produce	  en	  la	  célula	  al	  silenciar	  LPIN1.	  
Si	   en	   estas	   condiciones	   no	   se	   recupera	   la	  
susceptibilidad	   a	   la	   infección	   por	   HCV,	  
entenderemos	  que	  la	  acumulación	  intracelular	  
de	   PA	   tiene	   un	   efecto	   negativo	   sobre	   la	  
replicación	   del	   virus.	   De	   igual	   modo,	  
añadiendo	   DAG	   exógenamente	   a	   células	  
deficientes	   en	   LPIN1	   y	   evaluando	   su	  
susceptibilidad	   a	   la	   infección	   por	   HCV	  
seríamos	   capaces	   de	   determinar	   si	   el	   efecto	  
del	   silenciamiento	   de	   LPIN1	   sobre	   la	  
replicación	  de	  HCV	  está	  mediado	  por	  DAG.	  	  
Pero,	  además,	  hemos	  de	  considerar	  la	  
posibilidad	  de	  que	  el	   silenciamiento	  de	  LPIN1	  
podría	   tener	   también	   un	   impacto	   sobre	   su	  
actividad	  transcripcional	  y,	  por	  tanto,	  sobre	  la	  
expresión	  de	  los	  genes	  que	  regula,	  algunos	  de	  
los	  cuales	  podrían	  ser	  esenciales	  para	  el	  inicio	  
de	   la	   replicación	   de	  HCV.	   Como	  hemos	   visto,	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SREBP-­‐1	   es	   un	   gen	   positivamente	   regulado	  
durante	   la	   infección	   por	   HCV	   (Waris	   y	   col.,	  
2007).	  En	  condiciones	  normales,	   LPIN1	  regula	  
negativamente	  la	  expresión	  de	  SREBP-­‐1	  (Finck	  
y	   col.,	   2006;	   Peterson	   y	   col.,	   2011)	   para	   el	  
mantenimiento	   de	   la	   homeostasis	   lipídica	  
celular	   (Ishimoto	   y	   col.,	   2009).	   En	   nuestros	  
modelos	   experimentales,	   al	   silenciar	   LPIN1	  
cabría	  esperar	  un	  aumento	  en	  la	  expresión	  de	  
SREBP-­‐1	   y	   de	   sus	   genes	   diana	   y,	   con	   ello,	   un	  
aumento	   en	   la	   eficiencia	   de	   replicación	   de	  
HCV;	  sin	  embargo,	  nuestros	  resultados	  indican	  
lo	   contrario.	   Asímismo,	   el	   factor	   de	  
transcripción	  PPARα	  a	  través	  de	  su	  interacción	  
directa	   con	   LPIN1	  o,	   indirectamente,	   a	   través	  
del	   complejo	   PGC-­‐1α-­‐PPARα	   promueve	   la	  
expresión	   de	   genes	   implicados	   en	   la	    β-­‐
oxidación	   de	   ácidos	   grasos	   y	   en	   su	   exporte	  
desde	   el	   hepatocito	   (Finck	   y	   col.,	   2006;	  
Sugden,	   Caton,	   y	   Holness	   2010;	   Mandard,	  
Muller,	   y	   Kersten	   2004).	   Ensayos	   in	   vitro	  
demuestran	   que	   la	   inhibición	   farmacológica	  
de	   PPARα,	   a	   través	   de	   su	   antagonista,	   la	   2-­‐
cloro-­‐5-­‐nitro-­‐N-­‐(piridil)-­‐benzamida	   (BA),	   o	  
mediante	   el	   empleo	   de	   siRNAs	   (RNAs	  
pequeños	   de	   interferencia),	   inhibe	   la	  
replicación	  de	  HCV	  (Rakic	  y	  col.,	  2006),	  lo	  que	  
sugiere	   una	   función	   proviral	   para	   esta	  
proteína.	   Nuestros	   resultados	   estarían	   en	  
consonancia	  con	  estas	  observaciones	  ya	  que	  al	  
silenciar	   LPIN1	   podríamos	   estar	   reduciendo	  
los	  niveles	  de	  expresión	  de	  PPARα	  y,	  con	  ello,	  
la	   eficiencia	   de	   transcripción	   del	   complejo	  
PGC-­‐1α-­‐PPARα,	   inhibiendo,	   finalmente,	   la	  
replicación	  de	  HCV.	  	  
En	   cualquier	   caso,	   para	   determinar	   la	  
contribución	   relativa	   de	   las	   funciones	   PAP	   y	  
transcripcional	  de	  LPIN1	  a	  la	  infección	  por	  HCV	  
sería	   interesante	  emplear	  versiones	  mutantes	  
de	   LPIN1	   que	   muestran	   un	   fenotipo	  
dominante	   negativo,	   en	   células	   normales,	  
para	   su	   actividad	   enzimática	   (Donkor	   y	   col.,	  
2009)	  o	  para	  su	  actividad	  PAP	  y	  transcripcional	  
simultáneamente	  (Finck	  y	  col.,	  2006).	  
La	   actividad	   de	   LPIN1	   como	   enzima	  
PAP	   o	   coactivador	   transcripcional	   está	  
regulada,	   entre	   otros	   aspectos,	   por	   su	  
localización	   subcelular.	   En	   respuesta	   a	  
diferentes	   estímulos,	   LPIN1	   se	   transloca	   a	   la	  
membrana	  del	  RE	  para	  desempeñar	  su	  función	  
como	   enzima	   fosfatasa	   o	   al	   núcleo,	   para	  
regular	   la	   expresión	   de	   sus	   genes	   diana	   (Bou	  
Khalil	   y	   col.,	   2010).	   Datos	   preliminares	  
obtenidos	   por	   microscopía	   confocal	   indican	  
que,	   tanto	   en	   células	   normales	   como	   en	  
células	   infectadas,	   LPIN1	   aparece	  
mayoritariamente	   en	   el	   citosol	   e	   indican	   que	  
LPIN1	   colocaliza	   con	   proteínas	   tanto	  
estructurales	  (core,	  E2)	  como	  no	  estructurales	  
(NS3,	  NS5A)	  del	  virus	  y	  que	  aparece	  en	  zonas	  
de	   contacto	   con	   LDs	   en	   las	   que	   colocaliza	  
parcialmente	   con	   la	   proteína	   core	   (datos	   no	  
mostrados).	  	  
Como	   ya	   comentamos,	   existen	   dos	  
isoformas	   mayoritarias	   de	   LPIN1	   en	   hígado,	  
LPIN1α	  y	  LPIN1β.	  Cada	  isoforma	  presenta	  una	  
localización	   subcelular	   preferente	   que,	   al	  
menos,	   en	   adipocitos	   se	   asocia	   con	   una	  
función	   distinta.	   LPIN1α	   aparece	   en	   núcleo	   y	  
citoplasma	   mientras	   que	   LPIN1β	   sólo	   se	  
encuentra	   en	   citoplasma	   promoviendo,	  
además,	  la	  lipogénesis	  de	  novo	  (Peterfy,	  Phan,	  
y	   Reue	   2005;	   Reue	   y	   col.,	   2000).	   Ensayos	   de	  
RT-­‐PCR	   semicuantitativa	   en	   RNA	   total	   de	  
células	   Huh-­‐7	   (datos	   no	   mostrados)	   indican	  
que	   la	   isoforma	   1β	   es	   la	   que	   se	   expresa	  
mayoritariamente	   en	   esta	   línea	   celular,	   tal	   y	  
como	   se	   ha	   descrito	   en	   hígado	   humano	   y	   de	  
ratón	   (Peterfy,	   Phan,	   y	   Reue	   2005;	   Croce	   y	  
col.,	  2007;	  Csaki	  y	  col.,	  2013),	  y	  que,	  como	  en	  
adipocitos,	   LPIN1β	   muestra	   una	   localización	  
exclusivamente	   citoplásmica	   (Peterfy,	  Phan,	   y	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Reue	   2005).	   Para	   determinar	   la	   relevancia	  
relativa	  de	  cada	  una	  de	  estas	   isoformas	  en	  el	  
contexto	   de	   la	   infección,	   se	   tratará	   de	  
recuperar	   la	   susceptibilidad	  a	   la	   infección	  por	  
HCV	   mediante	   la	   sobre-­‐expresion	   de	   los	  
cDNAs	  correspondientes	  a	  las	  isoformas	  α	  y	  β	  
de	  LPIN1.	  
	   En	   el	   contexto	   de	   una	   infección	  
persistente,	   sin	   embargo,	   LPIN1	   no	   es	  
limitante	   para	   la	   replicación	   del	   genoma	   de	  
HCV	   o	   la	   producción	   de	   progenie	   infecciosa	  
(Figura	   R14)	   de	   manera	   análoga	   a	   lo	  
observado	   en	   el	   caso	   del	   receptor	   SIGMA-­‐1	  
(S1R),	   una	   chaperona	   residente	   en	   el	   RE	  
(Friesland	  y	  col.,	  2013).	  Tanto	  LPIN1	  como	  S1R	  
son	   limitantes	   para	   la	   iniciación	   de	   la	  
infección,	  pero	  no	  una	  vez	  que	   la	  maquinaria	  
de	   replicación	   se	   ha	   establecido.	   De	   hecho,	  
datos	   preliminares	   del	   laboratorio	   sugieren	  
que	  S1R	  estaría	  actuando	  en	  un	  paso	  posterior	  
a	   la	   traducción	   primaria	   previo	   al	  
establecimiento	   de	   la	   replicación	   del	   RNA	  
viral,	  aunque	  no	  queda	  claro	  que	  LPIN1	  actúe	  
al	   mismo	   nivel.	   Esta	   hipótesis	   es	   similar	   a	   la	  
que	   se	   postula	   para	   los	   genes	   asociados	   al	  
proceso	   de	   autofagia,	   atg4b,	   atg5,	   atg12	  
(codifican	  las	  proteínas	  ATG4B,	  ATG5	  y	  ATG12,	  
respectivamente)	  o	  becn1	  (codifica	  la	  proteína	  
BECLIN-­‐1),	   cuya	   expresión	   resulta	   limitante	  
para	   la	   traducción	   de	   genomas	   entrantes	   (o	  
traducción	   primaria)	   pero	   no	   para	   la	  
traducción	   de	   los	   genomas	   virales	   generados	  
tras	   el	   proceso	   de	   replicación	   (Dreux	   y	   col.,	  
2009).	  En	  conjunto,	  estos	   resultados	  sugieren	  
que	   los	   genes	   celulares	   cuya	   expresión	   es	  
necesaria	   para	   el	   establecimiento	   de	   la	  
infección	   difieren	   de	   aquellos	   que	   el	   virus	  
requiere	  para	  el	  mantenimiento	  de	   la	  misma.	  
Todos	   los	   procesos	   que	   tienen	   lugar	   en	   la	  
célula	   hospedadora	   hasta	   el	   establecimiento	  
de	  la	   infección	  se	  desarrollan	  en	  un	  ambiente	  
caracterizado	   por	   un	   nivel	   de	   expresión	  
reducido	   para	   las	   proteínas	   virales.	   En	   tales	  
condiciones,	   es	   asumible	   que	   la	   expresión	  de	  
los	  genes	  celulares	  implicados	  en	  la	  formación	  
de	   los	   complejos	   de	   replicación	   resulte	  
limitante,	  pero	  no	  una	  vez	  que	   la	  maquinaria	  
viral	   se	   ha	   hecho	   con	   el	   control	   del	  
metabolismo	   celular	   para	   crear	   el	   ambiente	  
más	   adecuado	   para	   su	   replicación.	  
Alternativamente,	   es	   posible	   que	   el	   grado	   de	  
silenciamiento	   logrado	   para	   LPIN1	   con	   el	  
conjunto	   de	   silenciadores	   empleado	   no	   sea	  
suficiente	   para	   revelar	   el	   papel	   que	   LPIN1	  
tiene	  en	  la	  infección	  persistente.	  	  
	  	   Aunque	   los	   niveles	   intracelulares	   de	  
LPIN1	  no	  son	  limitantes	  para	  la	  producción	  de	  
progenie	   infecciosa,	   las	   células	   LPIN1low	  
muestran	   una	   reducción,	   aunque	   no	  
estadísticamente	   significativa,	   en	   la	   tasa	   de	  
ensamblaje	  de	  partículas	   virales	   con	   respecto	  
a	   las	   células	   control	   (datos	   no	  mostrados),	   lo	  
que	  podría	  estar	  en	  relación	  con	   la	  capacidad	  
de	  LPIN1	  para	  regular	  el	  metabolismo	  de	  VLDL	  
(Bou	   Khalil	   y	   col.,	   2009).	   Gastaminza	   y	  
colaboradores	  y	  otros	  autores	  mostraron	  que	  
la	  producción	  de	  viriones	  de	  HCV	  correlaciona	  
con	  la	  secreción	  de	  apoB	  al	  medio	  extracelular	  
(Gastaminza	  y	  col.,	  2008;	  Huang	  y	  col.,	  2007).	  
Sin	   embargo,	   recientemente	   se	   ha	   visto	   que,	  
tras	  el	  ensamblaje	  de	  la	  partícula	  viral,	  las	  vías	  
de	   secreción	   de	   apolipoproteínas	   y	   viriones	  
divergen	   en	   algún	   punto	   de	   la	   ruta	   exocítica	  
(Benedicto	   y	   col.,	   2015).	   De	   ser	   así,	   estos	  
resultados	  explicarían	  nuestras	  observaciones.	  
Si	   LPIN1	   está	   bloqueando	   algún	   paso	   en	   el	  
ensamblaje	   y/o	   secreción	   de	   VLDL	   y	   esta	   vía	  
diverge,	  en	  algún	  punto,	  de	  la	  empleada	  por	  el	  
virión,	  el	  silenciamiento	  de	  LPIN1	  podría	  tener	  
un	   impacto	   menor	   sobre	   la	   producción	   de	  
progenie	   infecciosa	   que	   sobre	   la	   producción	  
de	  VLDL.	  No	  obstante,	  podría	  ser	  que	  algunos	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viriones	   escapasen	   a	   su	   vía	   de	   secreción	  
normal	   y	   saliesen	   de	   la	   célula	   junto	   con	   las	  
VLDL	   (Bartenschlager	   y	   col.,	   2011);	   ello	  
explicaría	   la	  pequeña	   reducción	  en	   la	   tasa	  de	  
ensamblaje	   que	   hemos	   comentado	   para	   las	  
células	  LPIN1low.	  
Existen	   mecanismos	   compensatorios	  
para	   la	   expresión	   de	   LPIN1	   y	   LPIN2	   que	  
permiten	  el	  mantenimiento	  de	  la	  homeostasis	  
lipídica	   celular	   (Dwyer	   J.R.	   2012;	   Gropler	   y	  
col.,	   2009).	   En	   el	   hígado,	   esta	   regulación	  
homeostática	   afecta,	   principalmente,	   a	   la	  
función	   PAP	   de	   ambas	   lipinas	   y	   tiene	   lugar	   a	  
través	   de	   un	   mecanismo	   post-­‐transcripcional	  
que	   permite	   cambios	   rápidos	   en	   la	  
disponibilidad	   de	   la	   proteína	   para	   la	   síntesis	  
de	  lípidos,	  sin	  que	  los	  niveles	  de	  mensajero	  de	  
LPIN1	   y	   LPIN2	   se	   modifiquen	   (Dwyer	   J.R.	  
2012).	   Frente	   a	   lo	   que	   cabría	   esperar,	  
observamos	   que,	   en	   paralelo	   a	   la	   inducción	  
comentada	   para	   los	   niveles	   de	  mensajero	   de	  
LPIN1	   durante	   la	   infección	   (Figura	   R8),	   el	  
número	   de	   copias	   de	   mensajero	   de	   LPIN2	  
también	   aumenta	   a	   medida	   que	   HCV	   replica	  
su	   genoma	   (datos	   no	   mostrados).	   Aunque	  
LPIN2	   tarda	  más	   en	   inducirse	   que	   LPIN1	   a	   lo	  
largo	   de	   la	   infección,	   LPIN2	   experimenta	   una	  
inducción	   promedio	   de	   1.3	   veces	   en	   sus	  
niveles	   de	   mensajero	   con	   respecto	   a	   la	  
situación	   control	   (datos	   no	   mostrados).	   El	  
establecimiento	   de	   la	   infección	   por	   HCV	  
requiere	   de	   una	   elevada	   disponibilidad	   de	  
lípidos	   en	   la	   célula	   con	   los	   que	   ensamblar	  
nuevas	  membranas,	   formar	   los	   complejos	   de	  
replicación	   o	   aumentar	   la	   producción	   de	   LDs	  
(Popescu	  y	  col.,	  2014;	  Syed,	  Amako,	  y	  Siddiqui	  
2010).	   Es	   probable	   que,	   para	   satisfacer	   esta	  
demanda,	   la	   capacidad	  de	   LPIN1	  para	   inducir	  
la	   síntesis	   de	   TAG	   y	   fosfolípidos	   no	   sea	  
suficiente	   porque,	   por	   ejemplo,	   el	   virus	   no	  
sólo	   requiera	   más	   lípidos	   sino	   también	   más	  
rápidamente.	   En	   conjunto,	   ello	   explicaría	   no	  
sólo	   la	   inducción	  de	   LPIN2	   sino	  que,	   además,	  
ésta	  tenga	  lugar	  un	  poco	  más	  tarde	  que	  la	  de	  
LPIN1	  y	  a	  nivel	  de	  mensajero	  y	  no	  únicamente	  
de	  proteína.	  	  
Los	  resultados	  del	  trabajo	  realizado	  en	  
el	  laboratorio	  por	  Victoria	  Castro	  junto	  con	  los	  
resultados	   mostrados	   en	   esta	   Tesis	   Doctoral	  
indican	  que	  las	  lipinas	  LPIN1	  y	  LPIN2	  juegan	  un	  
papel	   importante	   en	   la	   infección	   por	   HCV.	  
Aunque	   ambas	   proteínas	   parecen	   tener	   un	  
papel	   relevante	   sobre	   la	   replicación	   de	   HCV	  
(Trabajo	  Fin	  de	  Máster	  de	  Victoria	  Castro),	  los	  
estudios	  realizados	  por	  Victoria	  Castro	  indican	  
que,	  además,	  LPIN2	  podría	  estar	  implicada	  en	  
la	   entrada	   del	   virus	   a	   la	   célula	   hospedadora,	  
aspecto	   para	   el	   que	   LPIN1	   no	   parece	   ser	  
limitante.	   Dado	   que	   la	   actividad	   PAP	   en	   el	  
hígado	  se	  debe	  mayoritariamente	  a	  LPIN2,	   su	  
silenciamiento	   tendrá	   un	   impacto	   mucho	  
mayor	   sobre	   la	   disponibilidad	   de	   TAG,	   DAG,	  
PA	  y	  fosfolípidos	  de	  membranas	  (PC	  y	  PE)	  que	  
el	   que	   se	   produce	   cuando	   LPIN1	   es	   limitante	  
(Gropler	   y	   col.,	   2009).	   Cambios	   en	   la	  
composición	   lipídica	   de	   las	   membranas	  
celulares	   conllevan	   ciertos	   cambios	   en	   sus	  
propiedades	   fisicoquímicas	   que	   pueden	  
afectar	   a	   su	   dinámica	   y	   funcionamiento	  
impidiendo,	   por	   ejemplo,	   la	   endocitosis	   del	  
virión	  mediada	  por	  clatrina.	  Un	  aumento	  en	  la	  
disponibilidad	   celular	   de	   PA	   puede	   alterar	   la	  
síntesis	  de	   fosfolípidos	  que,	  como	  el	   fosfatidil	  
inositol	   4-­‐5	   bifosfato	   (PI-­‐4,5-­‐P2),	   son	  
esenciales	  para	  el	  ensamblaje	  de	   clatrina	  a	   la	  
membrana	   plasmática	   (Posor,	   Eichhorn-­‐
Grunig,	   y	   Haucke	   2015).	   Además,	   la	  
abundancia	   relativa,	   accesibilidad	   y	   actividad	  
de	  ciertos	  receptores	  que	  son	  imprescindibles	  
para	  la	  entrada	  de	  HCV	  (Burlone	  y	  Budkowska	  
2009;	   Douam,	   Lavillette,	   y	   Cosset	   2015;	  
Popescu	   y	   col.,	   2014)	   también	   puede	   verse	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afectada.	   La	   disponibilidad	   de	   lípidos	   regula	  
tanto	   la	   expresión	   de	   algunos	   receptores,	  
como	  es	  el	  caso	  de	  CD81	  (Kapadia	  y	  col.,	  2007;	  
Voisset	   y	   col.,	   2008),	   como	   la	   síntesis	   de	   las	  
lipoproteínas	   asociadas	   al	   virión	   (Bou	   Khalil	   y	  
col.,	   2009)	   y	   se	   sabe	   que	   algunos	   de	   los	  
receptores	   de	   HCV	   están	   implicados	   en	   la	  
internalización	  de	  lipoproteínas	  (Ploss	  y	  Evans	  
2012).	   Dado	   que	   la	   entrada	   de	   HCV	   en	   el	  
hepatocito	   es	   un	   proceso	   complejo	   que,	   en	  
muchos	   de	   sus	   pasos	   depende	   del	  
metabolismo	   lipídico	   celular	   (Popescu	   y	   col.,	  
2014),	   parece	   probable	   que	   las	   alteraciones	  
en	   la	   homeostasis	   normal	   de	   lípidos	   en	   el	  
hígado	   inducidas	   por	   el	   silenciamiento	   de	  
LPIN2	   puedan	   estar	   afectando	   a	   algunos	   de	  
estos	   pasos.	   En	   conjunto,	   estos	   resultados	  
sugieren	  que	  LPIN1	  y	  LPIN2	  tienen,	  además	  de	  
funciones	  solapantes,	  funciones	  únicas.	  	  
Aunque	   la	   función	   como	   coactivador	  
transcripcional	   in	   vivo	   sólo	   está	  definida	  para	  
LPIN1	   (Finck	   y	   col.,	   2006),	   se	   sabe	   que	   dicha	  
actividad	   es	   similar	   para	   ambas	   lipinas	  
(Donkor	   y	   col.,	   2009).	   No	   obstante,	   cabe	  
especular	   que	   LPIN2	   tenga	   genes	   diana	  
diferentes	   a	   los	   de	   LPIN1	   y,	   por	   ello,	   pueda	  
regular	   aspectos	   distintos	   de	   la	   infección	   por	  
HCV.	   Dada	   la	   relación	   funcional	   y	   de	  
regulación	   existente	   entre	   LPIN1	   y	   LPIN2	   y	   la	  
aparente	  implicación	  de	  cada	  una	  de	  ellas,	  por	  
separado,	   en	   la	   infección	   por	   HCV,	   sería	  
interesante	   analizar	   si	   los	   mecanismos	  
compensatorios	   que	   existen	   entre	   ambas	  
proteínas	  en	  células	  normales	  también	  operan	  
en	   el	   contexto	   de	   la	   infección	   por	   HCV.	  
Aunque	  el	  silenciamiento	  simultáneo	  de	  LPIN1	  
y	   LPIN2	   provoca	   letalidad	   embrionaria	   en	  
ratón	   (Dwyer	   J.R.	   2012),	   sería	   importante	  
determinar	   su	   impacto	   en	   la	   infección;	   es	  
posible,	  aunque	  no	  lo	  hayamos	  estudiado,	  que	  
la	   infección	   por	   HCV	   también	   induzca	   la	  
expresión	   de	   LPIN3	   y	   que	   ésta	   compense	   la	  
deficiencia	  conjunta	  de	  LPIN1	  y	  LPIN2	  (Donkor	  
y	  col.,	  2007).	  	  
El	  desbalance	  que	  provoca	  la	  infección	  
por	  HCV	  en	  la	  homeostasis	  lipídica	  de	  la	  célula	  
conduce,	   en	   muchos	   casos,	   al	   desarrollo	   de	  
hepatoesteatosis	   (Syed,	   Amako,	   y	   Siddiqui	  
2010).	  En	  pacientes	  infectados	  con	  el	  genotipo	  
3	  de	  HCV	  se	  ha	  observado	  que	  la	  aparición	  de	  
esteatosis	   es	   una	   consecuencia	   directa	   de	   la	  
expresión	   de	   la	   proteína	   core	   (Jackel-­‐Cram,	  
Babiuk,	   y	   Liu	   2007;	   Negro	   2006;	   Negro	   y	  
Sanyal	   2009;	   Syed,	   Amako,	   y	   Siddiqui	   2010)	  
que,	   entre	   otros	   procesos,	   promueve	   la	  
activación	   persistente	   de	   SREBP-­‐1	   (Moriishi	   y	  
Matsuura	   2012).	   Teniendo	   en	   cuenta	   que	  
SREBP-­‐1	   activa	   la	   expresión	   de	   LPIN1	   y	   los	  
resultados	   mostrados	   al	   inicio	   de	   esta	  
discusión,	  sería	  interesante	  evaluar	  los	  niveles	  
de	   expresión	   de	   LPIN1	   en	  muestras	   de	   tejido	  
de	  pacientes	  infectados	  tanto	  con	  el	  genotipo	  
3	   como	   con	   otros	   genotipos	   virales,	   y	  
comprobar	   si	   existe	  una	   correlación	  entre	   los	  
mismos	  y	  el	   desarrollo	  de	  esteatosis.	  Aunque	  
la	   aparición	   de	   esteatosis	   responde	   a	   un	  
proceso	   complejo	   en	   el	   que	   intervienen	  
múltiples	  factores	  celulares	  (PPARα,	  DGAT1,..)	  
(Negro	   y	   Sanyal	   2009;	   Moriishi	   y	   Matsuura	  
2012;	  Bartenschlager	  y	  col.,	  2011),	  el	  hecho	  de	  
que	  su	  desarrollo	  correlacione	  con	   los	  niveles	  
de	  expresión	  de	  LPIN1	  en	  la	  célula	  refuerza	  la	  
hipótesis	  de	  que	  actuando	  sobre	  esta	  proteína	  
seremos	   capaces	   de	   controlar,	   al	   menos	   en	  
parte,	   la	   patogénesis	   asociada	   a	   la	   infección	  
por	  HCV.	  	  
En	  conjunto,	  los	  resultados	  mostrados	  
en	   esta	   Tesis	   Doctoral	   sugieren	   que	  
modulando	  las	  diferentes	  actividades	  de	  LPIN1	  
podríamos	  no	  sólo	  inhibir	  la	  infección	  por	  HCV	  
sino	   también	   algunas	   de	   las	   alteraciones	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metabólicas	   que	   se	   inducen	   como	  
consecuencia	  de	  la	  infección.	  
	  
LPIN1	   se	   presenta	   así	   como	   diana	  
celular	  para	  el	  diseño	  de	  fármacos	  que	  inhiban	  
la	   infección	   por	   HCV	   y	   que	   puedan	  
complementar	  a	  las	  nuevas	  terapias	  anti-­‐HCV,	  
particularmente	   respecto	   a	   la	   prevención	   de	  
resistencias	   virales	   o	   su	   eficacia	   frente	   a	   un	  
mayor	   número	   de	   genotipos,	   pero	   siempre	  
teniendo	   en	   cuenta	   los	   posibles	   efectos	  
adversos	   que	   podrían	   derivarse	   de	   interferir	  
con	   las	   funciones	   endógenas	   de	   LPIN1	   en	  
tejidos	  y	  órgano.	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De	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  esta	  Tesis	  	  Doctoral	  se	  extraen	  las	  siguientes	  conclusiones:	  
	  
1. Mediante	  rastreo	  con	  un	  sistema	  de	  infección	  no	  sesgado	  y	  miniaturizado	  que	  reproduce	  el	  
ciclo	   replicativo	   completo	   del	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   se	   han	   identificado	   fármacos	   de	   uso	  
clínico	  con	  actividad	  antiviral	  frente	  al	  mismo	  a	  concentraciones	  subtóxicas	  y	  alcanzables,	  en	  
el	  caso	  de	  hidroxicina,	  en	  pacientes	  humanos.	  
	  
2. Hidroxicina	   y	   Benztropina	   bloquean	   la	   entrada	   de	   diferentes	   genotipos	   del	   virus	   de	   la	  
hepatitis	  C	  de	  forma	  selectiva	  en	  un	  paso	  posterior	  a	  su	  adsorción	  a	   la	  célula	  hospedadora,	  
probablemente	  interfiriendo	  con	  aspectos	  relacionados	  con	  las	  funciones	  de	  las	  proteínas	  de	  
la	  envuelta	  viral	  E1E2.	  	  
	  
3. La	   infección	   por	   el	   virus	   de	   la	   hepatitis	   C	   induce	   la	   expresión	   de	   LPIN1	   a	   nivel	   de	   RNA	  
mensajero	   y	   de	   proteína.	   Aunque	   se	   desconoce	   el	   impacto	   real	   de	   dicha	   alteración,	   ésta	  
podría	   contribuir	   a	   aspectos	   de	   la	   patogénesis	   viral	   relacionados	   con	   cambios	   en	   el	  
metabolismo	  de	  lípidos.	  
	  
4. Empleando	  sistemas	  de	  silenciamiento	  basados	  en	  RNAi,	  hemos	  demostrado	  que	  la	  proteína	  
celular	  LPIN1	  es	  un	  factor	  limitante	  en	  estadíos	  tempranos	  de	  la	  infección	  por	  el	  virus	  de	  la	  
hepatitis	  C	  que	  dan	  lugar	  a	  acumulación	  de	  RNA	  viral	  .	  
	  
5. La	  expresión	  de	  LPIN1	  no	  es	  limitante	  en	  la	  infección	  persistente	  por	  el	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C,	  
lo	  que	  sugiere	  un	  papel	  restringido	  a	  la	  colonización	  inicial	  de	  la	  célula	  diana.	  
	  
6. La	  expresión	  de	  LPIN1	  no	  es	  limitante	  para	  la	  infección	  por	  el	  coronavirus	  humano	  229E-­‐GFP,	  
lo	   que	   sugiere	   que	   LPIN1	   es	   particularmente	   relevante	   en	   la	   infección	   por	   el	   virus	   de	   la	  
hepatitis	  C.	  
	  
7. LPIN1	  y	  otros	  miembros	  de	   la	  familia	  de	   las	   lipinas	  constituyen	  dianas	  celulares	  potenciales	  
frente	  al	  virus	  de	  la	  hepatitis	  C.	  Su	  contribución	  relativa	  y	  funciones	  en	  el	  ciclo	  vital	  del	  virus	  
de	  la	  hepatitis	  C	  deberán	  ser	  evaluadas	  con	  detalle	  para	  comprender	  su	  papel	  en	  la	  infección	  
y	  para	  el	  desarrollo	  de	  sistemas	  de	  rastreo	  de	  fármacos	  anti-­‐HCV	  adecuados.	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